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(57) Abstract 

The invention relates to a recombinant cell which expresses a substrate protein comprising at least one sequence region of 18 
amino acids of the human amyloid precursor protein (APP) or a homologous protein. The sequence region contains the 'alpha'- 
secretase cleavage site as well as 6 amino acid rests at the amino terminal and 12 amino acid rests at the carboxy terminal, in 
relation to the 'alpha'-secretase cleavage site, and contains either a) a recombinant nucleic acid comprising at least one gene 
for a protease protein which contains either the sequence region(s), required for proteolytic action, of the disintegrin 
metalloprotease ADAM 10 obtained from cattle (Bos taurus), humans or another mammal or represents a mutein of a mammalian 
disintegrin metalloprotease ADAM 10 which has essentially the same enzymatic properties, the gene or genes being controlled by a 
heterologous promotor; or b) heterologous RNA coding for a substrate protein and a protease protein. The invention also relates 
to the use of the above cells. 

(57) Abrege 

L'invention concerne une cellule recombinee exprimant une proteine substrat comprenant au moins une zone sequentielle de 18 
aminoacides de la proteine precurseur amyloide humaine (APP, amyloid precursor protein) ou une proteine homologue. La zone 
sequentielle comprend le point de c&vage de la 'alpha'-secretase, ainsi que 6 restes aminoacide amine-terminaux et 12 restes 
[ d'aminoacide carboxy-terminaux par rapport au point de clivage de la 'alpha'-secretase, et a) contient soit I'acide nucleique 
! recombine comprenant au moins un gene pour une proteine protease qui comprend au moins la(les) zone(s) sequentielie(s) de 
; disintegrine-metalloprotease ADAM 10 issue du boeuf (Bos taurus), de I'homme ou d'un autre mammifere. ou bien represente une 
Smuteine d'une disintegrine-metalloprotease ADAM 10 de mammifere, possSdant sensiblement les memes proprietes enzymatiques, 
i le gene ou les genes se trouvant sous le contrdle d'un promoteur h6terologue; b) soit TARN heterologue codant une proteine 
i substrat et une proteine protease. L'invention concerne en outre differentes utilisations de ces cellules. 
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(54) Title: CELLS COEXPRESSING AN AMYLOID PRECURSOR PROTEIN AND AN o-SKCREl ASE AND THEIR USES IN TEST 
METHODS AND DIAGNOSTICS 

(54) Bezcichnung: ZELLEN. DIE E1N AM YLOIDVORLAUFERPR OTEIN UND E1N a-SEKRETASE COEXPRIMIEREN UND 
DEREN ANWENDUNOEN IN TESTVERFAHRBN UND D1AGNOSTIK 

(57) Abstract 

The invention relates to a recombinant cell which expresses a substrate protein comprising at least one sequence region of 18 amino 
acids of the human amyloid precursor protein (APP) or a homologous protein. The sequence region contains the a-secrctase cleavage 
site as well as 6 amino acid rests at the amino terminal and 12 amino acid rests at the carboxy terminal, in relation to the a-secrctasc 
cleavage site, and contains either n) a recombinant nucleic acid comprising at least one gene for a protease protein which contains either the 
sequence region(s), required for proteolytic action, of the disintegrin metalloprotease ADAM 10 obtained from cattle (Bos laurus\ humans 
or another mammal or represents a mutein of a mammalian disintegrin metalloprotease ADAM 10 which has essentially the same enzymatic 
properties, the gene or genes being controlled by a heterologous promolor. or b) heterologous RNA coding for a substrate protein and a 
protease protein. The invention alio relates to the use of the above cells. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betriffj eine rekombinante Zelle, die ein Substratprotein exprimiert, das mindestens einen Sequenzbereich von 18 
AminosSuTcn des humanen Amyloidvorlfiuferproteins (APP. amyloid precursor protein) oder eines homologen Proteins umfasst, wobti 
dtr Sequenzbereich die o-Sekretasespalts telle sowie 6 AminosSurercste aminoterminal und 12 Aminosaurereste carboxy terminal bczugen 
auf die o-Sekrctasespaltstelle enthalt, und a) entweder rekombinante Nukleinsaure enthalt, umfassend mindestens ein Gen fur ein 
Proteaseprotein. das entweder mindestens den/die Tur die proteolytische Aktivitfil notwendigen Sequenibtrcich oder Sequenzberciche der 
Disintcgrin-Meulloprotease ADAM 10 aus dem Rind {Bos taurus), aus dem Menschcn oder aus eincm anderen Saugclier umfasst oder 
ein Mutein einer Saugetier Disintegrin-Metallopro tease ADAM 10 darstellt. das im wesendichen die gleichen enzymatischen Eigenschaften 
besitzt. wobei dBS Gen oder die Gene unter der Konuolle eines heterologen Promotors stehen, b) oder heterologe RNA codicrend for ein 
Substratprotein und fur ein Proteaseprotein. Die Erfindung betrifft wciterhin diverse Anwendungen der Zellen. 
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ZELLEN, DIE E3N A MYLOIDVORLAUFER PROTEIN UND HN o-SEKRETASE COEXPRIMIEREN UND 
DEREN AKWENDUNGEN IN TESTVERFAHREN UND DIAGNOSTIC 

10 

Die Erfindung betrifn zunflchst Zellen, die rekombiniene NukJeinsaure(n) enthal- 
ten, dis ein Amyloidvorlauferprotein (APP) und eine a- Sekretase codieren, oder 

15 zumindest Teile der genannten Proteine, femer ein Testverfahren zur Identifikati- 
on a-Sekretase-akuver Substanzen sowie ernes zur Identifikation weiterer Sekre- 
tasen, schliefllich auch cm Verfahren zur Bestimmung der AnfaMligkeit gegenubcr 
neurodcgcncrauven Erkrankungen, insbesondere gegeniiber Morbus Alzheimer 
sowie die Verwendung von Nukleinsaurcn. die fur eine a-Sekretase codieren, fur 

20 die Gentherapie. 

Morbus Alzheimer ist die haufigste U'rsache fiir Demenz in der westlichen Welt 
und die vierthaufigste Todesursache in den USA. 

Die Atzheimer-liaidcia steigi mit dem Alter: I bis 5 % der Menschen Uber 65 und 

25 1 0 bis 20 % uber 8t) sind betroffen. 

Alzheimer ist neuropathologisch durch die Anwesenheit einer Vielzahl von neuri- 
lischen Plaques und neurofibril&ren Fehlstrukturen gekennzeichnet, die zu einem 
massiven Verlusi an Neuroncn fuhrt. Weder die Plaques noch die neurofibrilaren 
Fehlstrukturen sind spezifisch fiir Alzheimer - sie kommen bei alteren. intellektu- 

30 ell ur.auflallisen Personen und bet eewissen anderen FCrankheiien ebenfalls vor. 
Allerdings sind diese Strukturen bei Alzheimer zahlreicher und weiter verbreitet 
als bei nicht bctroffenen Individuen. Wahrend Plaques extrazel hilar aufireten. 
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findet man die neurofibrilaren Fchlstrukturcn in degcncricrcndcn Neuronen. Der 
Hauptbesiandteil der Plaques is: cin 39-43 Aminosaure (4kDa) grofles Pcptid, 
genannt p-Amyloid oder einfach p-Peptid (AP). Ein Mikrotubuli-assoziiertes 
Protein, Tau, ist der Hauptbestandteil der neurofibrilaren Fehlstrukturen (Cber- 
5 blick: Encyclopedia of Molecular Biology and Molecular Medicine, Band 1, Sei- 
ten 42 bis 52. Herausgeber Meyers, Robert A., VCH Verlag Weinheim) 

Das p-Peptid (Ap) stammt von dem Amyloidvorlauferprotein (amyloid precursor 
protein, APP) ab, cincm Typ 1 Transmembranprotein, das in vielen Saugerzellty- 
10 pen exprimiert wird. 

Die AP-Sequenz umfaflt 28 Aminosauren des extrazellularen und 12 bis 15 Ami- 
nosaurereste des membrandurchspannenden Teils von APP. Ap wird aus APP 
mittels proteolytischer Prozessierunc durch eine bisher nicht identifiziene Pro- 
15 tease gebildet, der P-Sekretase, die am Aminoterminus schneidet und durch die 
am C -Terminus schneidende y-Sckretase. 

Der Haupubbauweg von APP ist der konstitutive sekretorische Weg, der die 
Spaltung des Proteins innerhalb der Ap-Sequenz durch eine putative a-Sekretase 
20 an der Zelloberfiache (Sisodia, S.S. t (1 992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, Seiten 
6075 bis 6079; Haass et al. (1992) Nature 357, Seiten 500 bis 503; Ikezu et al. 
(1998) J. Biol. Chem. 273, Seiten 10485 bis 10495) und im Trans-Golgi-System 
(Kuentzel et al. (1993) Biochem. J. 295, Seiten 367 bis 378; De Strooper et al. 

(1993) J. Cell Biol. 121, Seiten 295 bis 304; Sambamurti et al. (1992) J. Neurosci. 
25 Res. 33, Seiten 319 bis 329; Haass, et al. (1995) J. Cell. Biol 128, Seiten 537 bis 

547; Tomita et al. (1998) J. Biol. Chera. 273, Seiten 6277 bis 6284) umfaflL Los- 
liche aminoterminale APP-Fragmeme von 105 bis 125 kDa (sogenannte APPsa- 
Fragmente: Weidemann et al. (1989) Cell 57, Seiten 115 bis 126; Evin et al. 

(1994) Amyloid: Int. J. Exp. Clin. Invest. 1, Seiten 263 bis 280) werden ins extra- 
30 zelhilare Medium freigesetzt. Das membrangebundene lOkDa groBe carboxyter- 

minale Fragment (plO), das bei der a-Sekietase-Spaltung ebenialls entsteht, ent- 
halt nur einen Teil des amyloidogenischen Ap-Pcptids und kann durch die 7- 
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Sckretase zu cincm 3kDa-Fragment (p3) weiier abgebaut werden (Haass ct al. 
(1993) J. Diol. Chem. 268, Seiten 3021 bis 3024). Da der Abbau von APP durch 
cine a-Sekretase zu keinem intakten Ap-Peptid fiihrt. ist er nicht amyloidoge- 
nisch, d.h. er fQhrt nicht zur Bildung von Amyloidplaques und somit nicht zu 
5 Morbus Alzheimer. 

Aus diesem Grund steht der a-Sekretase-Abbau von APP scit Jahren im Fokus 
des Forscherinteresses. Durch Boseman et al. (1994) (J. Biol. Chem. 269, Seiten 
3111 bis 31 16) wurde ein Fusionsprotein aus dem aminotemialen Teil von APP 

10 und einer alkalischen Phosphatase in H4-2ellen heterolog exprimicrt, urn die en- 
dogenc a-Sckretaseaktivit£t diescr Zellen zu untersuchen und gcgebenenfalls das 
entsprechende Protein zu idenufizieren. Hierbei wurde der unter verschiedencn 
Bedingungen freigesetzte Anteil an Proteolyseprodukt mit AntiktSrpern bestimnu, 
die gegen alkalische Phosphatase gerichtet waren. Diese Versuche fUhrten bisher 

15 nicht zur Identifikation der a-Sekretase. Vermutlich ist die Menge an endogener 
a-Sekretase zu gering, als daB eine direkte Isolierung und Identifikation der o> 
Sekretase m6glich ware. 

Es ist Aufgabe der Erfindung, Zellen bereitzustellen, die in der Lage sina\ ein 
20 Amyloidvoriauferprotein und eine a-Sekretase in ungewOhnlich grofler Menge zu 
exprimieren. Eine weitere Aufgabe ist es, Zellen bereitzustellen, deren endogene 
ct-Sekretaseaktivitat verminden ist Es ist femer Aufgabe der Erfindung, ein Ver- 
fahren zur Auffindung pharmazeutischer Wirksubstanzen anzugeben, die in den 
a-Sekretasestoffwecasel eingreifen, sowie ein Verfahren zur Identifizierung wei- 
25 lexer Sekretasen. SchlieBHch ist Aufgabe der Erfindung, ein weiteres Verfahren. 
zur Bestimmung der Anfalligkcit gegenQber neurodegenerativen Erkrankungen. 
insbesondere gegenilber Morbus Alzheimer anzugeben sowie ein Arzneimittel 
gegen neurodegenanive Erkrankungen. insbesondere gegen Morbus Alzheimer 
bereitzustellen. Femer sollen Tiermodclle wie transgene nicht-menschliche Tiere 
30 zum Studium von neurodegenerativen Erkrankungen, insbesondere von Morbus 
Alzheimer bereitgestellt werden. 
Die Erfindung besteht in einer rekombinamen Zelle . die 
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ein Substratprotein exprimien. das mindestens einen Sequenzbereich von 18 
Aminosfiuren des humanen Amyloidvorlauferproteins (APP, amyloid precursor 
protein) oder eines homologcn Proteins umfafit, wobei der Sequenzbereich die o> 
Sekxetasespaltstetle sowie 6 Aniinosaurereste aminotcrminal und 12 Aminosaurc- 
5 reste carboxyterminal bczogen auf die a-Sekretasespaltstelle enthait. und 

• entweder rekombinante Nukleinsaure enthalt, urnfassend mindestens ein Gen 
fur ein Proteaseprotein. das entweder mindestens den/die fur die proteolyti- 
sche Akuvitat norwendigen Sequenzbereich oder Sequenzbereiche der Disin- 
tegrin-Metalloprotease ADAM 10 aus dem Rind (Bos taurus), aus dem Men- 

10 schen oder aus einem anderen Saugetier umfaBt oder ein Mutein einer Sauge- 
uer Disintcgrin-Metalloprotease ADAM 10 darstellL das im wesentlichen die 
gleichen enzymatischen Eigenschaften besitzt, wobei das Gen oder die Gene 
untcr der Kontrolle cines heterologcn Promotors stchen, 

• oder hetcrologc RNA codierend fur ein Substratprotein und fur ein Protease- 
15 protein. 

Eine weitere Ausfitfirungsform betrifft eine rekombinante Zelle, die rekombinante 
Nukleinsaure enthalt, urnfassend entweder 

• mindestens ein Gen fur ein Substratprotein, das mindestens eincn Se- 
20 quenzbereich von 1 8 Aminosauren des humanen AmyloidvorlSuferpro- 

teins (APP, amyloid precursor protein) oder eines homologen Proteins um- 
faBt, wobei der Sequenzbereich die a-Sekretasespaltstelle sowie 6 Ami- 
nosaurereste aminoierminal und 12 Aniinosaurereste carboxyterminal be- 
zogen auf die u-Sekretasespaltstclle enthalt, und 

25 • mindestens ein Gen fur ein Proteaseprotein, das enrweder mindestens 
den/die fur die proteolytische Aktivitfit notwendigen Sequenzbereich oder 
Sequenzbereiche der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 aus dem 
Rind (Bos taurvs). aus dem Menschen oder aus einem anderen Saugetier 
umfaBt oder ein Mutein einer Saugetier Disintegrin-Metalloprotease 

30 ADAM 10 darstelh. das im wesentlichen die gleichen enzymatischen Ei- 
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genschaften besitzt, wobei das Gen oder die Gene unter der Kontrolle ei- 

ncs hctcrologen Promoters stehen, 
odcr heterologe RNA codierend fur ein Substratprotein und fur ein Proteasepro- 
tein. 

5 

Es wurde uberraschenderweise gefunden, daiJ die an sich schon bekannte Disinte- 
grin-Metalloprotease ADAM 10 die Eigenschaften der authentischen ct-Sekretase 
aufweist. Die Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 aus dem Rind wurde zuerst 

10 von Chantry et al. (1989) (J. Biol. Chem. 264, Seiten 21603 bis 21607) gereinigt 
und von Howard el al. (1996) (Biochem, J. 317, Seiten 45 bis 50, Gen- 
Bank/EMBL-Datenbank-Zugangsnummer Z21961) kloniert. Auch das Homology 
des Menschen ist kloniert (Rosendahl et al. (1997), J. BioL Chem. 272 (39), Sei- 
ten 24588 bis 24593, GeriBank/EMBL-Datenbank-Zugangsnummer AF0O9615). 

j 5 E s war bisher unbekannt, was das narttrliche Substrat beider Enzyme in vivo ist 
Es wurde nun gefunden, dafl die Disintegrm-'Mctalloprotease ADAM 10, soweit 
bisher bekannt, alle Eigenschaften der a-Sekretase aufweist, wodurch es nun 
moglich ist, Zellen herzustellen, die ct-Sekretase zusammen mil APP in groBen 
Mengen exprimierert 

20 " Die erfindungsgemSBen Zellen sind vorzugsweise Saugerzellen. die mit Vektoren; 
die Nukleinsauresequenzen enthalten, die fur das Substratprotein und fur das 
Proteaseprotein codieren, auf bekannte Weise stabil oder transient transfiziert 
wurden (bezilglich Transfektion siehe Sambrook et al., Molecular Cloning, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, 1989, New York, USA). Es kann wahl weise ein 

25 cinzigcr Vcktor vcrwandt werden, der die Expression zweier Proteine ermoglicht 
(z.B. pIRESnco, Clomech, Palo Alto, California, USA) odcr cin Gemisch aus 
zwei Vektoren, von denen jeder die Expression cines Proteintyps bewirkt. Alter- 
nativ konnen die Nuklcinsaurcn, die fur das Substratprotein bzw. fur das Protea- 
seprotein codieren, jeweils getrennt voncinander stabil odcr transient transfizicn 

3 o werden. Auflerdem konunen virale Expressionssysteme, zB . solche die auf SV40- 
Viren basieren, in Frage. 
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Ein ar.deres gccignctes Expressionssystem stellt die Iniektion eines RNA- 
Gcnaischcs in Xcnopus Oocytcn dar. In diesem Fall wird DNA, die fur das erste 
bzw. zweite Protein codiert in gccignctc Vektoren kloniert, in vjfro-transkribien 
und aJs Transkriptgernisch in Xcnopus Oocytcn inj inert In diesem Fall handch es 
5 sich bei dem Begriff t xekombinante Nukleinsaure" um hcterologe RNA. Der Be- 
griff Jieterologe RNA 1 * bedeutet im Rahmen der Erfindung, dafl die RNA sich 
von der endogenen RNA unterschcidet, da sie aus einem anderen Organisnus 
stammt Cblich ist es, in Xenopus Oocyten RNA zu injizieren. die aus Saugerzel- 
len stammt, also heteroiog in bezug auf Xenopus ist 

10 

Auch Pflanzenzellen sind schon erfolgreich als Wirtszellsystem eingesetzt worden 
(Luring und Witzeman (1995) FEBS. Lett 361 (1), Seiten 65 bis 69). Femer kann 
es sich bei der Zelle auch um eine Hefe, eine Insektenzelle oder um eine Bakteri- 
enzelle handeln. 

15 

Die erfindungsgemSiflcn Zellen, weisen den Vorteil auf, dafl die a-Sekretase in 
solch gleichbleibend hoher Konzentration gebildet werden kann, dafl der Nach- 
weis des Proteolyseprodukres in repioduzierbarer und einfacher Weise crfolgen 
kann. 

20 Dieser Vorteil wird dadurch bewirkt, dafl durch emsprechende Wahl der rekombi- 
nanten Nukleinsaure(n) die Menge an Transkripten, die fur das Proteaseprotein 
codieren, gesteuert werden kann. In der erfmdungsgemaflen Zellen wird das Pro- 
teaseprotein also unter ZuhiJfenahme rekombinater Methoden erzeugt 
Damit die Funktion der Protease verfolgt werden kann, mttssen die erfmdungsge- 

25 maflen Zellen ein Substratprotein exprimieren. Dies kann endogen erfolgen, das 
heiflt der verwendete Zelltyp stellt naturlicherweise das Substratprotein uber eine 
ausreichende Zeitspanne im Lebenslauf etner Zelle her, die die Beobachtung der 
Funktion der Protease zulfiflt. Hierbei ist zu beachten, dafl das Substratprotein von 
praktisch jeder Saugerzelle gebildet zu werden scheint Insbesondere exprimieren 

30 auch Zellen aus Zclllinien wie HEK 293 ein Substratprotein (siehe Beispiel 8). 
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Auf besonders effektive Weise wird das Substratprotein duich rekombinante Me- 
tbodcn bcrcitgcstellt. Hierdurch kann Substratprotein in weit gr6flerer Menge 
produziert werden als dcm cndogcnen Proteinspiegel entsprichi (siehe Beispiel 
11). 

5 

Es werden in der Regel Expressionsvektorcn eingcsetzt, die besonders starkc 
Promoioren wis den Cytomegalie-Viruspromotor (CMV-Promotor) oder einen 
induzierbaren Promotor wie den MMTV-LTR-Promotor (Lee et al. (19S1) Nature 
294, Seite 228) besitzen. Diese Promotoren bewirken cine reproduzierbare und 
10 vergleichsweise starke Transkription der Gene, die filr das Substratprotein bzw. 
das Proteaseprotein codieren. 

ErfindungsgemiiB ist es erforderlich, daO die rekombinate Ze!le rekombinante 
Nukleinsaure(n) enthalt, die mindestcns ein fur ein Proteaseprotein codierendes 
15 Gen aufweisen. Das Gen oder die Gene sind unter der Kontrolle eines heterologen 
Promotors, das heiBt unter der Kontrolle eines Promotors, der die betreffenden 
Gene in ihrer natiirlichen genetischen Umgebuog nicht kontrolliert (Fremd- 
Promotor). 

20 Vorzugsweise weiscn die rekombinatcn Nuklcinsaure(n) zusatzlich ein Gen auf, 
das fur ein Substratprotein codicn. 

Umfaflt die rekombinante Nukleinsaure(n) Gene, die ftir ein Substratprotein und 
ein Proteaseprotein codieren, so stehen mindestens das fiir ein Proteaseprotein 
codierende Gen, vorzugsweise aber beide Gene, d.h. das Gen filr das Substrat- 
25 protein und das Gen fur das Proteaseprotein, unter der Kontrolle eines heterologen 
Promotors. 

Der BegrifT Gen bezeichnet im Rahmen der Erfindung einen DNA-Abschnitt aus 
dem Genom einer Zelle, der fttr ein bestimmtes Protein oder Polypeptid codiert. 
. 30 Dieser BegrifT erstreckt sich im Rahmen der Erfmdung und abweichend vom 
normalen Sprachgebrauch auch auf die korrespondicrende cDNA des Genomab- 
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schnitts. Die korrespondicrende cDNA kann auf cine mRNA zurtlckgehen. die 
volistandig oder unvollstandig gespleiflt isu 

Andererseits kann durch die erwahnte Injektion in vitro transkribierter hetrerolo- 
5 ger RNA in Xenopus Oocyten der Transkript-Spiegel direkt kontrolliert werden. 
Durch Steuerung des Transfcriptspiegels gelingt eine Steuerung der Translation, 
also letztlich eine Steuerung der Menge an Genprodukt in der Zelle. 

Bei dem Substratprotein handelt es sich entweder urn das humane Amyloidvorlau- 

10 fcrproteui (APP, amyloid precursor protein, Schilling et al. (1991) Gene 98, SeU 
ten 225 bis 230.. GenBank/EMBL-Datenuank-Zugangsnummcr X06989, Y00297) 
oder urn ein homologes Protein aus einem andercn Organismus, das tibcr minde- 
stens 770 Aminosauren mit dem humancn Gegenpart eincr Sequenzidentitat von 
86 % auf Aminosaureebene aufweist. Das Protein kann auch jeweils nur einen 

15 Teil des APPs umfassen, der mindestens die putative a-Sekretasespaltstelle, be- 
stimmt durch Esch et al. (1990) Science 248, Seiten 1 122 bis 1 124, umfafit sowie 
die Bereiche des APP, die an der Erkennung der Spaltstelie durch die a-Sekretase 
beteiligt sind (siehe z.B. Sisodia (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, Seiten 
6075 bis 6079). Das Wort Spaltstelie oder Schnittstelle bezeichnet den zwischen 

20 zwei AminosSuren eincr Proteinsequenz gelegen Ort, an dem durch die Spaltung 
neuc Termini entsteben. Durch Erzeugung von APP-Dclctionsmutanicn IsiBt sich 
auf eincr dem Fachmann bekannten Weise die Erkennungsregion auf dem APP 
identifiziercn. Das Substratprotein umfaflt somit in der Regel einen Sequenzbe- 
reich des APP oder eines Homologen, der die a-Sekretaseschniitstelle sowie die 

25 a-Sekretaseerkennungsregion beinhaltet. Hierbei wird ein Sequenzbereich von 6 
Aminosaureresten, insbesondere von 36 Arninosaureresten aminotenninal und 
von 12 Aminosaureresten, insbesondere 83 Aminosaureresten carboxyterminal 
bezogen auf die a-Sckretaseschnittstelle bevorzugt, Im Prinzip sind aber alle 
Proteine geeignet, die den Sequenzbereich aufweisen, der an der Erkennung der 

30 Spaltstelie durch die a-Sekrctase beteiligt ist. 
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Das Proteaseprotein urafaflt mindestens den fur die proteolytische Aktivitat not- 
wendigen Sequenzbereich der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 aus dem 
Rind (Bos taunts) oder aus dem Menschen Oder eines homologen Proteins. Al- 
tenativ kann das Proteaseprotein auch durch Mutation (Insertion, Deletion oder 
5 Austausch von Aminosfiuren) aus einer Saueeuer Disintegrin-Metalloprotease 
ADAM 10 hcrvorgehcn (Mutein bedeutet mulienes Protein), solange die enzyma- 
tischen Eigenschaften im wescntlichen erhalten bleiben, das heiBt denen des 
Wildtyps im wescntlichcn cntsprcchcn. Die Disintegrin-Metalloproteascn ADAM 
10 aus Mensch und Rind sowie aus Maus und Ratte sind bevorzugt. Daneben fal- 
to len auch homologe Proteine unier die Definition des Proteaseproteins, die Uber 
20 824 Aminosauren mil der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 aus dem Rind 

oder dem Menschen eine SequenzidentiUit von 21 %, bevorzugt von 41 %, insbe- 
sondere von 61 %, vor allem von 81 %, am starksten bevorzugt von 94 % auf 
Aminosaureebene aufweisen. Bevorzugt urnfafit das Proteaseprotein den Se- 
15 quenzbereich von 213 bis 455. insbesondere von 213 bis 748, vor allem von 1 bis 
748 bezogen auf die Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 des Rinds in der 
maximal langen Form {full length) bzw. den Sequenzbereich von 213 bis 455, 
insbesondere von 213 bis 748 vor allem von 1 bis 748 bezogen auf die Disinte- 
grin-Metalloprotease ADAM 10 des Menschen in der maximal langen Form {full 
20 length). 

35 Ein weitcrer Gcgenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Auffindung pharma- 

zeutischer Wirksubstanzen. 

Das erfindungsgemafie Verfahren ist gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 
25 a) Bereitstellung eines oben beschrieben Substratproteins, 

b) Bereitstellung eines oben beschrieben Proteaseproteins, 

c) Applikation einer Testsubstanz auf eine Zelle, auf cine Zellfraktion oder 
auf ein Gemisch von Zellfraktionen, die jeweils sowohl das Substratpro- 

45 tein als auch das Proteaseprotein umfassen, und 

30 d) Quantitative Bestimmung eines seit der Applikation der Testsubstanz ge- 
bildeien Proteolyseproduktes des Substratproteins. 

50 
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Durch das erfindungsgemafle Verfahrcn ist es mfielich- auf einfache und reprodu- 
2ierbare Weise den Effekt von pharmazeutischen Wirksubstanzen auf die a- 
Sekretaseaktivitfit zu testen und auf dicse Weise nach pharmazeutischen Wirksub- 
stanzen mit vorteilhaften Wirkungen zu suchen. Zu den vorteilhaften Wirkungen, 

5 die bei der Behandlung von neurodegenerative!! Erkrankungen, insbesondere 
Morbus Alzheimer von Interesse sein kfinnte, gehSrt insbesondere die Stimuahion 
der a-SekretaseaktivitSt der Disinlegrin-Metalloprotease ADAM 10. 
Ein weitcrer Gegenstand der Erfindung ist somit die Verwendung von Substan- 
zen, die die von der Zelle gebildete Protcinmenge odcr die enzymatischc Aktivitat 

10 eines Protcaseproteins beeinflussen, zur Herstellung eines Medikaraents zur Be- 
handlung neurodegeneraiiver Erkranlningen, insbesondere von Morbus Alzhei- 
mer. 

Die Bereitstellung eines Substratproteins und eines Proteaseproteins wird in der 

15 Regel durch zeitgleiche Coexpression beider Proteine in den geeigneten Wins- 
zellsystemen auf bekannte Art und Weise bewerkslelligt Gegebenenfalls ist die 
Induktion der Expression notwendig (bei induzierbaren Promotoren wie MMTV- 
LTR). Wurden ZelJen transient transfiziert oder RNA injiziert, so werden die 
Zellen zum Zeitpunkt der hochsten Expressionsdichte enmommen. . 

20 Das Verfahxen kann mit intakten Zellen durchgefuhrt werden. In diesem Falle 
wird die Tcstsubstanz dem Kulturmedium zugegeben und die seit der Zugabe der 
Testsubstanz gebildete Menge an Proteolyseprodukt des Substratproteins im Zel- 
Ittberstand bcstinunl. Aitemativ konnen die Zellen aufgebrochen werden, wobei 
die Tcstsubstanz einer Zellfrakiion oder einer Mischung aus Zellfroktionen zuge- 

25 setzt wird, die sowohl das Substratprotein als auch das Proteaseprotcin umfafii. 
SolJen Zcllfraktionen eingesetzt werden, so ist es theoretisch auch moglich, Sub- 
stratprotein und Proteaseprotein getrennt in zwei Zellinicn zu exprimieren, die 
ZelJen aufzubrechen und die Membranfraloionen zu vereinigen. Bei Einsaiz von 
Zellfraktionen erfolgt die quantitative Bestt'mmung des seit der Applikauou der 

30 Testsubstanz gebildeten Proteolyseproduktes nach Zentrifugation der Probe im 
MembranOberstand . 
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Ein wefterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung cincs crfmdungsgc- 
mSflen Proteaseproteins zur proteolytischen Spa! rung eines ernndungsgemafien 
Substratproteins. 

5 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine rekombinante Zelle enthaltend 
eine rekombinante Nuklein$3ure(n), die codieren: 

a) filr eine dominant negative Form der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 
10 aus dem Rind (Bos tavrus\ aus dem Menschen oder aus einem anderen 
Saueetier und 

10 b) gcgcbencnfalls fur ein Substratprotein. 

Dominant negative Formea der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 kGnnen 
durch Punktmutation in eincm besondcrs konscrvicrten Bereich. insbesondere im 
aloiven Zentrum des Enzymes, erhalten werdcn. Ein Beispicl fur eine dominant 
negative Form der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 ist die Mutante E384A 

15 der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 des Rindes, die in den Beispielen be- 
schrieben und bier besonders bevorzugt ist. Entsprechende Mutanten aus Mensch 
oder einem anderen Saugetier sind ebenfalls bevorzugt. Die rekombinanten Zellen 
weisen den Vorteil auf, daB durch die Expression der dominant negariven Form 
die endogene a-Sekretaseaktivitat fast vollstandig ausgeschaltet, was sich in einer 

20 verminderten proteolytischen Spaitung des ebenfalls exprimierten AmyloidvorlSu- 
ferproteins auflert. Dies erieichtert die Suche nach neuen Sekretasen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Auffindung weiterer 
Sekretasen oder pharmazcutischcr Wirksubstanzcn, umfassend die folgenden 
25 Schritte 

a) Expression eines Substratprotcins und ciner dominant ncgativen Form der 
Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 aus dem Rind (Bos (aurus), aus 
dem Menschen oder aus einem anderen Saugetier in einer oben beschrie- 
benen Zelle. 
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b) Expression eines weiteren Tcstproteins in der Zelle und/oder Applikation 
einer Testsubstanz auf die Zelle oder auf eine Zellfrakiion dieser Zelle, 
und 

c) Quantitative Bestimmung eines gebildeten Proteolyseproduktes des Sub- 
5 stratproteins. 

Dies Verfahren beruht auf der Erkeramis, daB eine dominant negative Form der 
Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 die endogene a-Sekretaseaktivitfit einer 
Zelle, die dieses Protein exprimiert, unterdrttckt ErfindungsgemSB werden in dic- 
sem Verfahren nur Zcllen oder Zcllmcmbrancn verwendet, die die dominant ne- 

10 gative Form aufweisen. 

Das Testprotein wird unter Anwendung der dem Fachmann bekannten Techniken 
in derselben Zelle exprimien, die auch das Substratprotein und die dominant ne- 
gative Form coexprimiert. Bei dem Verfahren wird gepriift, ob die Expression des 
Testproteins die Menge pro Zeiteinheit gebildeten Proteolyseprodukt des Sub- 

1 5 stratproteins erhSht 1st dies der Fall, so ist dies ein starker Hinweis darauf. daB es 
sich bei dem Testprotein urn eine Sekretase handelt, die sich von der a-Sekretase 
bzw. von der Dismtegrin-Metalloproteinase ADAM 10 unterscheidet. Durch Ver- 
suche mit kunstlichcn Pcptiden (etwa gemfifl Fig. 3) Jdflt sich klaren, ob das Test- 
protein selber eine Protease/Sekretase ist oder die Aktivitfit einer Protease nur 

20 beeinfluflt. Femer kann eine Testsubstanz auf die Zelle oder auf cine Zclifraktton 
dieser Zelle gegeben werden, urn festzustellcn, ob die Testsubstanz die Aktivitat 
der Sekretase, die keine a-Sekretase bzw. nicht die Disintegrin-Metalloproteinase 
ADAM 10 ist, beeiniluflt. 

25 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung einer donunant nega- 
tiven Form der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 aus dem Rind (Bos tau- 
rwj), aus dem Menschen oder aus einem anderen SSugetier oder einer Nukleinsau- 
re, codierend fur eine dieser dominant negativen Formen, zur Unterdruckung der 
ct-Sekrctaseaktivitat einer Zelle, 

30 

Bei einer bevorzugten Form einer erfindungsgemaBen ZelJe codiert eine rekombi- 
nante NukleinsSure ein Substratprotein, das ein Fusionsprotein aus cinem Marker- 


10 


15 


WO 00/56871 n PCT/EFOO/02018 

protein oder eincm Enzym und dem Amyloidvorlauferprotein darstellt. Dcr ami- 
noterminale Sequenzbereich des Fusionsproteins wird von dem Markerprotein 
(wie GFP, Green fluorescent Protein), einem Enzym oder dem kaialyiisch wirk- 
saraen Teil eines Enzyms und der carboxyterminale Sequenzbereich vom Amy- 
5 loidvorlSuferprotein oder einem Teil des AmyloidvoTlauferproteins gebildet 

Bet einer bevorzugten Form der erfindungsgemafien Zelle handelt es sich bei dem 
Enzym um die aJkalische Phosphatase SEAPs, der gegentiber der Wildtyp- 
Variame SEAP die 24 carboxyterminalen Aminosiiuren fehlen (SEAP : Soluble 
10 Human Secreted Alkaline Phosphatase). Diese SEAP-Variante ist verkurzt. um 
20 die Anhcftung des Enzyms iiber GPI-Kopplung zu verhindern. Nukleinsaure, die 

fiir SEAP codicrt, ist kommerziell erh&ltlich (pSEAP, Tropix Corp., Belford. 
Massachusetts, USA, Genbank-Zugangsnummer TJ09660). 

25 

13 Bei eincr bevorzugten Form der erfindungsgernaflen Zelle codiert einer rekombi- 
nante Nukleinsaure fur ein Substratprotein, das eine Sequenz gemafl SEQ ID- 
No.:] aufweist. Dieses Protein stellt ein Fusionsprotein aus SEAPs und den 119 
30 carboxyaerminalen Aminosauren des humanen Amyloidvoriauferproteins 

(APPii 9 ) dar. Dieses Protein wird z.B. von einer Nukleinsaure gemafi SEQ 1D- 
20 No.:2 codiert Diese Nukleinsaure kann Bestandteil eines Expressionsvektors sein 
z.B. gemafi Vektor 136.1 (pcDNA3-SEAPs/APPn 9 , siehe Fig. I) oder gemafi 
35 Vektor 137.11 (pcDNA3-SEAPs/APPi, 9 _ADAM10-HA, siehe Fig. 2). 


Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform eines der erfindungsgemaflen Verfahren 
25 erfolgt die quantitative Bestimmung des Proteolyseproduktes durch einen enzy- 
matischen Test, bei dem von der katalyuschen Aktivitat der Probe auf die Menge 
an Proteolyseprodukt geschlossen wird. Dies Verfahren kann z.B. unter Verwen- 
dung von erfindungsgemaflen Zellcn durchgefiihrt werden, die ein Substratprotcin 
gemafl SEQ ID-No.:l exprimiercn. Durch die a-Sekretascaktivita: der Disintc- 
30 grin-Metalloproiease ADAM 10 wird der aminotenninale Teil des Substratpro- 
teins abgespalten. Da dieses Proteolyseprodukt alkalische PhosphaiaseakiivitSt 
hat, laflt es sich im Zell- oder MembranOberstand zB. durch Chemilumineszenz 
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nachweisen. Hierbei kfinnen handelsiibliche Testsysteme wie Phospha-Light™ 
von Tropix Corp. (Bellbrd, Massachusetts, USA) verwandi wcrdcn. 
Die Abtrennung des Zelltiberstands oder des Zellmembraniiberstands nach Appli- 
kation der pharmazeutischen Wirksubstanz hat so zu erfolgen, dafl sich die spezi- 
5 fische enzymatische AkuvitSt des Proteolyseproduktes durch den Abtrennvorgang 
nicht andert oder sich in reproduzierbaxer Weise andert, so dafl Proteolyse- 
produktmenge und katalytische Aktivitat korreliert werden kann. 

Dei ciner weiteren bevorzugten AusfUhrungsfonn cines der CTfindungsgcmaBcn 
10 Vcrfahren erfolgt die quantitative Bestimmung des Proteolyseproduktes durch 
einen spektroskopischen Test (wie Flunrometrie), bci dem von der spektroskopi- 
schen Eigenschaft einer Probe (wie Fluoreszenz) auf die Menge an einem be- 
stimmten Proteolyseprodukt in der Probe geschlossen wird. Diese Ausfilhrungs- 
form bietet sich an. wenn das Substratprotein ein Fusionsprotein aus einem fluo- 
! 5 rcszeierenden Protein (wie GFP) und dem Amyloidvorlauferprotein darstellt. 

Ein weiterer Gegenstand der Errlndung sind Verfahrenen zur Bestirnrnung des 
Risikofaktors fur neurodegenerativen Erkrankungen, insbesondere fiir Mobus Alz- 
heimer. Bei diesem Verfahxen wird eine DNA-Probe der Testperson unter Einsatz 

20 genspezifischer Primer gegen die humane Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 
der Polymcrasekettenreakuonsanalyse (PCR-Analyse, PCR-Reaktion) unterwor- 
fen, das Amplifikationsprodukt ggf. sequenziert und die Sequenz des Amplifikati- 
onsproduktes mit der bekanntcn Sequenz der humanen Disintegrin- 
Metalloprotease ADAM 10 verglichen. Die Anzahl und Position der Sequenzun- 

25 terschiedc, die sich in einer andcrcn Aminosaurcabfolgc ftuBcrt, laflt Ruckschlusse 
auf den Risikofaktor fur neurodegenerativen Erkrankungen, insbesondere fur Mo- 
bus Alzheimer zu. Hierbei wird angenommen, dafl Sequenzunterschiede, die zu 
einer Disintegrin-MetaJloprotease ADAM 10-Varianie mit beeinuachiigter a- 
Sekretaseaktivitat fuhren, eine Predisposition fiir neurodegenerativen Erkrankun- 

30 gen t insbesondere fiir Morbus Alzheimer zur Folge haben. Ferner kann das Am- 
plifikationsprodukt einer Schmeizpunktanalyse unterzogen und auch auf diese 
Weise mit der bekannten Sequenz verglichen werden. Fiir diesen Zweck werden 
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Temperaiurgradicnten-Gelelcklrophorese und fluoreszcnzspcktroskopischc Me- 
thoden eingesetzt (z.3. TGGE-System der Fa. Biomerra. LightCyler™ der Fa 
Hoffmann-LaRoche). Darauf* aufoauend k6nnen spezifische Gensonden gegen 
humanes ADAM 10 oder dessen mutierte Varianten fiir diagnostische Zwecke 
5 eingesetzt werden (z.B. im Rahmen der FISH-TechniJc {fluorescent in situ hybri- 
disation) odcr mit Hilfe von DNA-Chips). Als Gensonden kommen Nukleinsaure- 
oder Peptid-NukleinsSureoligomere in Betracht. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist somit ein Verfahren zur Bestimmung 
des Risikofaktors fur neurodegenerative Erkrankungen, insbesondere fiir Morbus 
10 Alzheimer, wobei 

a) eine DNA-Probe der Tcstperson unter Einsatz genspczifischendcr Primer 
gegen die humane Disintegrin-Meialloprotease ADAM 10 der PCR- 
Analyse unterworfen wird, 

b) und die Sequenz des Ampliflkationsproduktes mit der bekannten Sequenz 
1 5 der humanen Disintegrin-Meialloprotease ADAM 1 0 verglichen wird. 


Mit Hilfe von Gensonden wurde der chromosomale Lokus von humanem ADAM 
10 auf Chromosom 15 bei 12.44 cR3000 zugeordnet (Yamazaki et al. (1997) Ge- 
nomics 45, Seiten 457-459). Durch chromosomale Transiokation oder auch durch 

20 AUeldeleuon in Chromosomen (Bsp. Tumorsuppressor p53) kann es zu einem 
Aktivitatsverlust von Genprodukten kommen. Es ist daher nicht auszuschlieBen, 
daB neurodegenerative Erkrankungen, insbesondere Morbus Alzheimer durch 
einen Aktivitatsverlust der ADAM 1 0-Protease bedingt wird, welcher aus einer 
chromosomalen Veranderung resultiert. Durch Venvendung von ADAM 10- 

25 Gensonden lieBe sich ein Fehlen oder eine falsche Lokalisiening des ADAM 1 0- 
Gens bestimmen und als diagnostischer Parameter einer Predisposition fur neuro- 
degenerativen Erkrankungen, insbesondere fiir Morbus Alzheimer nutzen. 

Ein wcuerer Gegenstand der Erfindung ist somit cin Verfahren zur Bestimmung 
des Risikofaktors fur neurodegenerative Erkrankungen, insbesondere fur Morbus 
30 Alzheimer, wobei die tatsachliche chromosomalen Lokalisiening des Gens der 
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Disintegrin-Metalloproiease ADAM 10 mit seiner normalen chromosomalen Lo- 
kalisierung, Chromosom 15 hei 12.44 cRjooo? verglichen wird. 

10 

Eine Verringerung der Akrivitat der ADAM 10-Protease kann dariiber hinaus 
5 durch eine verminderte Transkription des ADAM 10-Gens bedingt werden. Die 
Effizienz der Transkription des ADAM 1 0-Gens laUt sich durch die Quantifizie- 
rung der ADAM 10-mRNA ermitteln und als Parameter bei der Diagnose von 
neurodegenerativen Erkrankungen, insbesonderc von Morbus Alzheimer oder 
auch zur Diagnose einer Predisposition dteser Krankheiten nutzen. Dazu mufl die 
1 0 ADAM 1 0-mRNA aus Zell- oder Gewcbeproben isoliert und quantifiziert werden. 
Zur dirckten Quantifizicrung der mRNA bietet sich die sogenannte Northem-Blot- 
Analysc an. Eine z.B. radioaktiv markierte, zur ADAM 10-mRNA komplcmcnta- 
re Nukleinsauresonde hybridisien dabei mil der ADAM 10-mRNA. Die Menge an 
spezifisch gebundener Sonde wird anschJieflend, nach den dem Fachmann be- 
13 kannten Methoden, quantifiziert Die ADAM 1 0-mRNA kann nach bekanntcn 
Methoden zunflchst in einzelstrangige, komplementare DNA und dann in doppel- 
strangige komplementare DNA (cDNA) umgewandelt werden. Sowohl die einzel- 
strangige aJs auch die doppelstrfingige DNA iSBt sich durch dem Fachmann be- 
kannte Methoden, wie z.B. Echtzeit-PCR, DNA-Mikro-Array-Analyse, DNA 
20 Chiptechnologie etc., quantifizieren. 

Ein weiterer Gegensiand der Erfindung ist somit ein Verfahren zur Bestimmung 
des Risikofaktors fur neurodegenerative Erkrankungen, insbesondere fiir Morbus 
Alzheimer, durch quantitative Bestimmung der mRNA-Mengen von huroanem 
40 ADAM 1 0 aus Zell- und Gewebeproben. umfassend einen der folgenden Schritte: 

25 a) Isolierung und Quantifizierung der ADAM 1 0-mRNA, 

b) Einzel- oder doppelstrangige cDNA die ADAM 10-mRNA umgeschrie- 
45 ben wird welche dann quamifiziert wird, 

c) die ganze-Nukleotidsequenz von ADAM 10 oder Teile davon zur Quanti- 
fizierung minds Hochdurchsatz-ExpressionsanaJyse (z.B. DNA-Chip- 

30 Technologic u. DNA-Micro-Array) eingesetzt wird. 

50 
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Die a-Sekretaseaktivitat von ADAM 10 lafit sich durch Aktivatoren der Protein- 
kinase C stimulieren. ADAM 10 besitzt in seinem Carboxyltenninus einen Threo- 
ninrest in Aminosaureposition 719 (T719), welcher eine Proteinkinase C- 

5 Phosphorylierungsstelle darstellt Es ist naheliegend. dafl die Aktivitfit von 

ADAM 10 durch Phosphorylierung an Threonin 719 gesteigcrt wird. Fur den Ak- 
tivitatsverlust von ADAM 1 0 k6nnte dahcr cine fehlendc, oder zumindest eine 
vcnninderte, Phosphoryliening von ADAM 10 verantwortlich scin. Methoden, 
rait denen der Phosphorylierungsgrad von ADAM 10 bestimmt werden kann, 

10 k6nnen daher zur Diagnose von Deurodcgenerativen Erkrankungen, insbesondere 
von Morbus Alzheimer und zur Diagnose erner Predisposition dieser Kranheiten 
angewendet werden. Die Quantifizierung des Phosphorylierungsgrades von 
ADAM 10 kann an Zell- oder Gewebeproben durchgerUhrt werden oder auch an 
aus diesen Proben isoliertem ADAM 10 erfoigen. Durch zweidimensionale Po- 

1 5 lyacry lamid-Gelelektrophorese und anschliefienden Elektrotransfer kann ADAM 
10, getrennt von anderen Proteinen einer Zell- oder Gewebeprobe, auf protein- 
bindenden Membranen dargestellt werden. Die Phosphorylierung von ADAM 10 
laBt sich anschlieBend, gegebenenfalls nach Tryptischem-Verdau, durch Massen- 
spektrometrie, durch Anti-Phosphothreonin-Antik6rper oder duich noch zu ent- 

20 wickelnde Anti-Phospho-ADAM 1 0-Antikorper quantifizieren. Mit den gleichen 
Melhoden la/it sich ouch der Phosphorylierungsgrad von gereinigtem ADAM 10 
ermitteln. Es konnen auch Experimente herangezogen werden, mit denen man die 
Menge an Phosphothreonin bestimmt, bzw. bci denen man eine Dephosphorylie- 
rung von Phospho-ADAM 10 nach bekannten Methoden quantitativ durchfiihrt 

25 (Ausubel ct al. (Hrsg.) (1995) Currem Protocols in Molecular Biology, John Wi- 
ley & Sons, New York). 

Ein weiterer Gegcnstand der Erfmdung ist somil Verfahren zur Bestimmung des 
Aktivitatszus tan ds von humanem ADAM 10 durch QuanuTizierung des Phospho- 
rylierungsgrades von humanem ADAM 10 in Zell- und Gewebeproben, wobei 
;o enrweder 
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a) ADAM 10 isoliert wird und sein Phosphoryliemngsgrad entweder durch 
Masscnspektromcirie. durch spczifischc Anti-Phosphothreonin- 
Antikdrpcr, durch Quantifizicrung dcr Amino saurc Phosphothreonin oder 
durch Dcphosphorylierung (Phosphatasc-Assay) von ADAM 10 bestimmt 

5 wird, odcr 

b) Zell- odcr Gcwcbcprobcn dirckl in cine Proteomanalyse cingesctzt werden 
und der Nachweis von phosphoryliertem ADAM 10 wic untcr Punkt a) be- 
schricben erfolgt. 


10 Zum gcncrcllen Nachwcis und zur Quantifizierung von ADAM 10 in Zell- und 
Gewebeproben bieten sich dartlber hinaus spezifische, ADAM 10 erkennende 
Antikorper und Antikorperderivate an. Untcr Antikorperderivaten werden hicr 
rekombinante Einzelketten-AntikcSrper und auch rekombinante Phagen verstan- 
den, die rekombinante Einzelketten-Antikorper enthalten. Spezifisch ADAM 10 

1 5 erkennende Antikorper konnen daher zur Diagnose von neurodegeneranven Er- 
krankungen, insbesondere von Morbus Ahheimer und zur Feststellung einer Pra- 
disposhion fur neurodegenerativen Erkrankungen, insbesondere fur Morbus Alz- 
heimer verwendet werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erflndung sind somit Antik5rper oder AntikSrperde- 
20 rivate, die ein Proteaseprotein spezifisch binden 

Folgende transgenc nicht-rneschlichc Tierc sind weiterc erfindungsgcmSfle Ge- 
genstandc. 

a) Transgcncs nicht-menschlichcs Tier, das rckombinate Nukieinsaure, codicrend 
25 fur ein Proteaseprotein odcr fur eine dominant negative Form dcr Disintegrin- 

Metalloprotease ADAM 10 aus dcrn Rind (Bos taurus), aus dem Menschen 
oder aus cinem anderen Siiugeuer aufweisL 

b) Transgenes nicht-menschliches Tier, aufweisend cine zu cincr Nukieinsaure, 
die fiir ADAM 10 eines SSugetiers codiert, mindestens tlber einen Abschnitt 

30 von 10 Basen komplementare rekombinante Nukieinsaurc 
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Transgcne Tiere kSnnen im Rahmen der Erfindung homozygot oder heterozygot 
in bezug auf das Gen scin, das dem Tier die transgene Eigenschaft verleiht Au- 
Berdem sind von dem Begriff s ,transgenes Tier** Menschen nicht umlaBt 

Transgcne Tiere werden auf an sich bekannte Weise erzeugt. Hierbei wird bei 
5 einer AusfUhrungsform von Tier a) rckombinante Nukleinsaure verwendet, z.B. in 
Form eines Vektors, die fur cin Proteascprotein codiert. Bei einer anderen wird 
rekombinantc Nukleinsaure verwendet, z.B. in Form eines Vektors, die fur eine 
dominai negative Form der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 aus dem Rind 
(Bos taurus\ aus dem Menschen oder aus cinem anderen Saugetier codiert. 

10 Bei Tier b) wird eine sogenannte a/i/iye/tyer-NukleinsSure verwendet, die liber ci- 
nen Bereich von mindestens 10 Basen (vorzugeweise 15 t insbesoncere 20 oder 30 
Basen) einer Nukleinsaure, die fUr filr ADAM 10 eines Saugeuers (auch eines 
Menschen) codiert, komlementar ist, d.h. an die Nukleinsaure binden kann. 

15 Ein weiterer Gegenstand der Erfmdung ist die Verwendung der Tiere a) und b) als 
Tiermodelle fur die Suche und die Erprobung von pharmakologischen Wirkstof- 
fen gegen neurodegeneradven Erkrankungen, speziell gegen Morbus Alzheimer. 
Weiterhin konnen physiologische Veranderungen oder Verhaltenseigenarten der 
Tiere AusschluB dardber geben, welche Prozesse oder Esntwicklungsstadien eines 

20 Organismus durch ADAM 1 0 beeinfluflt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfmdung ist die Verwendung einer rekombinaten 
Nukleinsaure, codierend fur cin Proteaseprotein oder filr eine dominant negative 
Form der Disinlegrin-Metailoprotease ADAM 10 aus dem Rind (Bos taurus), aus 
25 dem Menschen oder aus einem anderen Saugetier zur Erzcugung transgencr Zel- 
len und transgener nicht-menschlichcr Tiere und zur Gentherapie. 

Die Verwendung einer Nukleinsaure, die fur die Disintegrin-Mctalloprotease 
ADAM 10 des Menschen codiert, ist bevorzugt. Bei der Konstruktion des Vektors 
30 far die Gentherapie wird die. Nukleinsaure gegebenenfalls uber eine Mehrfach- 
schnittstelle (multiple cloning site) in den Vektor so eingebaut. dafl in einer Zelle. 
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die mil dem so konstruierten Vckior iransfiziert ist, Expression der rekombinamen 
Disinttgrin-Metalloprotease ADAM 10 feststellbar ist. Durch das Einschleusen 
von Disimegrin-Metalloprotease ADAM 10 Oder ernes katalytisch akliven Teils 
derselben in die Zielzellen im Rahmen der Gentherapie kBnnen a- 
5 SekretaseaktivitStsdefekte von Zellen kompensiert werden. Dadurch kfinnen die 
Syraptome von Morbus Alzheimer und anderer neurodegenerativer Erkrakungen 
zurQckgedrangt werden. 

Ein weiierer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung ciner zu eincr Nu- 
10 kleinsaure, die fiir ADAM 1 0 eines Saugeticrs codiert, mindestens uber einen Ab- 
schnitt von 10 Bascn (vorzugeweise 15, insbesondere 20 oder 30 Basen) kom- 
plemenxiire rekornbinante Nukleinsaure zur Erzeugung von transgenen Zellen und 
iransgenen nichtmeschlichen Tieren und zur Gentherapie. 

] 5 Ebenfalls zur Erfindung geh&rt also auch die Erzeugung von transgenen Tieren, 
bei denen eine ADAM 10-Protease, eine dominant negativ wirkende Mutante der- 
selben, oder eine zur ADAM 10-DNA-Sequenz entgegengesetzt komplementare 
(revers komplementare) NukleinsSure zusatzlich exprimien bzw. transkribien 
wird. Die zu transkribierende Nukleotidsequenz kann dabei unter Kontrolle eines 

20 ubiquitar aktiven Promoters wie z.B. dem Cytomegalic- Viruspromotor (CMV- 
Promoior) stehen. Mit diesera ist eine Expression in alien Geweben mBglich. Al- 
lemativ kann die zu transkribierende Nukleotidsequenz unter Kontrolle eines ge- 
websspezifischen Promotors stehen. Von besonderem Interesse sind hier solche 
Promotorcn, die cine gehimspezifische Expression erlauben, insbesondere solche, 

25 die furNeuronen und Gliazcllcn spczifisch sind. Unter Verwendung des Promo- 
tors des Thyl-Glykoproteins der Maus gelang es beispielsweise, das humane 
Amyloid-Vorlaufcrprotein inNeuronen von Mausen zu cxprimieren (Moechars et 
al. (1999) J. Biol. Chem. 274, Schcn 6483-6492). In Analogic hierzu kdnntc eine 
ADAM 10-Protease. deren dominant negative Form oder eine entgegengesetzt 

30 komplemeniare Form in Neuronen ven Mausen entweder allcinc oder zusammcn 
mit Varianten des humanen Amyloid-Vorlauferproteins exprimiert werden. Sol- 
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che transgenen Tiere konnen als ModeHsysteroe zum Testen und Auffinden von 
Pharmaka und zur Untersuchung der Amyloidprozessierung verwendet werden. 
Die Oberexpression einer proteolytisch aktiven ADAM 10- Protease sollte dabei 
die Entsiehung von Amyloid- p-Pepti den verhindem bzw. zumindest verlangsa- 
5 mca Die Expression einer dominant ncgativ wirkenden ADAM 10-Mutante sollte 
die Aktivitat der endogenen ADAM 10-Protease hemmcn und darait zu einer 
vermchrten Entstehung von Amyloid-p-Peptiden beitragen. Eine zweite Strategic 
zur Ausschaltung der endogenen ADAM 10-Protease stellt die Transkription einer 
zur ADAM 1 0-cDNA entgegengesetzt komplementaren DNA dar. Mit dieser so- 
10 genannten aw/wenw-Strategie ist es moglich, die Expression eines endogenen 
Proteins in Zellkultur zu unterdrucken (nehe z.B. Volonte et al. (1999) FEBS 
Lett. 445, Seiten 431-438). Das Aussehalten von Genen ist mit einem solchen 
Ansatz auch in vivo moglich (siehe z.B. Hayashi et al. (1996) Gene Therapie 3, 
Seiten 878-885). 

15 

Ein weiter Gegenstand der Erfindung ist ein Arzneimittel, das eine rekombinante 
Nukleinsiiure enthalt, die fur ein erfindungsgemafles Proteaseprotein codiert. 

Ein solches rekombinantes Arzneimittel ist z.B. ein Virus oder ein Vektor rur die 
Gentherapie, der Nukleinsiiure, die fur ein erfindungsgemaBes Proteaseprotein 
20 codiert, aufweist. 

Als Arzneimittel kann weiterhin ein katalytisch aktiver, loslicher Proteinanteil von 
ADAM 1 0 dienen. Dieses Polypcptid wird nach den dem Fachmann bekannten 
Methoden rekombinant z.B. in Bakterien, Insektenzellen, Hefen oder eukaryonti- 
25 schen Saugerzellen hergestellt und in reiner Form isoiiert. Die Applizierung die- 
ses ADAM 10-Polypeptids erfolgt bevorzugt durch Injektion oder durch Resorp- 
tion. 


30 Die Erfindung wird durch die nachfolgende Zeichnung naher erlautert. 
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Fig. 1 den Expressionsvektor 136.1, der fur ein Substratprotein codiert, das ein 
Fusionsprotein aus SEAPs und APFj 19 darstellt. 

Fig. 2 den Expressionsvektor 137.11, der aufier fiir das vorgenannte Fusions- 
protein fUr ein Proteaseprotein codiert, welches aus einer markierten Di- 
sintegrin-Metalloprotease ADAM 10 besteht. 

Fig. 3 die protcolytischc Spalrung von Peptidcn, die die a-SekretaseschnittsteJle 
von APP aus dem Rind umfasscn. durch Disintegrin-Metalloprotease 
ADAM 10. 

Fig. 4 die Expression und Deglycosilierung der Disintegrin-Metalloprotease 
ADAM 10. 

Fig. 5 die Sekretion von APPscc von unveranderten HEK-Zellen (HEK 293 t kurz 
HEK stebt fur human embryonic kidney) und von HEK-Zellen, die die Di- 
sintegrin-Metalloprotease ADAM 10 exprimieren (HEK-ADAM 10- 
Zellen). 

Fig. 6 den EinfluB des Metalloprotease ADAM 10 auf die Entstehung der Proto- 
lyseprodukte APPsa und plO. 

Fig. 7 den inhibierenden Effekt der dominant negativen Disintegrin- 
Metalloprotease ADAM 10 (DN). 

Fig. 1 zeigt den Vektor 136.1, der auf einem pcDNA3-Vektor (Invitrogen BV, 
Groningen, Niederlande) basiert und in den eine Nukleinsaure einkloniert wurde, 
die ftir ein Protein gem5B SEQ ID-No.: I codiert. Zur Konstruktion der Nuklein- 
saure wurde der Bereich. der die ersten 506 aminoierminalen Aminosauren von 
SEAP codiert durch PCR arnplifiziert (Produkt: SEAPs-DNA). Als Matrize wur- 
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de der Vektor pSEAP (Tropix Corp., Belford, Massachusetts. USA) benutzt. 
Durch PCR wurde cine BsrGI-Restriktionsschninstcllc eingefilhrt. Die codierende 
Region fur die letzten 119 carboxyxeiminalen AminosSuren des menschlichen 
Amyloidvorlauferproteins wurden durch PCR auf der korrespondierenden cDNA 
5 amplifiziert (Produkt: APPns-DNA). Durch PCR wurde eine BsrGI-Schnittstelle 
am 5'-Ende der cDNA eingefilhrt. Die BsrGI-Schninstellen der SEAPs-DNA und 
APP119-DNA wurden fiir die Konstmktion einer NukleinsSure eingesetzt, die fur 
das SEAPs/APPu9-Fusionsprotein gemSfl SEQ ID-No.: 1 codiert, eingesetzt. 

10 Fig. 2 zcigt den Vcktor 137.1 1, der Sequenzbereiche enthalt, die fur das vorge- 
nannte Fusionsprotein und eine mit einem Marker (Influenza Hamagglutinin (HA) 
Epitop tag) markierte Disintegrin-Metalloprotcase ADAM 10-Variante codieren. 
13 7. 11 basicrt auf dem Vektor pcDNA3 der Firma Invitrogen. 

15 Fig. 3 zeigt die proteoiytische Spaltung von Peptiden, die die Stelle der a- 
Sekretasespaltung von APP durch ADAM 10 umspannen. 

(A) Ordinate: relative Absorption [220 nm], Absisse: Zeit [rain]. Peptidsubstrate 
wurden in SpaltungspufFer in Abwesenheit (linker Graph) oder in Anwesen- 
heit von ADAM 10 (rechter Graph) 6 Stunden bei 37°C inkubiert und an- 

20 schliefiend der HPLC-Analyse umerzogen. Die Steme kennzeichnen die Pep- * 
tidsubstrate und die Zahlcn, die generiertcn Produkte: 1 : EVHHQK-OH; 2 : 
LVFFAEDVGSNK-NH 2 ; 3 : LVFFGEDVGSNK-NH 2 . 

(B) CD-Spehren von APP-Peptf den. Ordinate: Elliptizitfit [9] (deg x IO" 3 ); Absis- 
se: Wellenlange [nm]. Die Peptide wurden in 20 mM Tris/HCl pH 8,3, 250 

25 mM NaCl bei einer Endkonzemration von 0,5 mM gelost. Die Messungen 

wurden in Gegenwart von 0,5 % Nacriumdodecylsulfat (SDS) ausgefiihrt. 

Fig. 4 zeigt die Expression und Deglycosilicrung der Disintegrin-Metalloprotease 
ADAM 10 

30 (A) nach Transfektion von HEK-Zelien und HEK-APP 69 5-Ze!len mit ADAM 1 0- 
cDNA wurden Zcllysate mit monoklonalcn Anti-HA-Antikorper immuno- 
prezipiiicit, der Deglycosilicrung mit PNGase F (Spur 3) untenvorfen oder 
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direkt durch ein 4-12 % NuPAGE-Gelsystcm und Western Blot analysiert. 
HEK-APP 69 j-Zellen sind HEK-Zcllen, die ein humanes 695 Aminosauren 
grofies AmyloidvorUuferprotein (GenBank/EBML-Datenbank-Zugangs- 
nummcr: Y00264) exprimierer:. Immunoblots wurden mit dem ECL- 

5 Detektionssystem (Phaimacia&Upj ohn GmbH, Erlangen) durchgefuhrt 

(B) IIEK und HEK-ADAM- 1 0-Zellen wurden mit 0,3 mg/ml Sulfo-NHS-LC- 
Biotin (Pierce, Rockford, Illinois, USA) in PBS 30 rnin bei 4 C C inkubiert. 
Kach IrnmunoprSzipitation mit dem monoklonalen Anti-HA-Antik6rper 
(16B12) und Elution des Immunkomplexes wurden 4/5 des Eluats mit Strcp- 

10 tavidin (a), inkubiert, wahrend das verbliebenc Funflel direkt einer 10 °/o-igen 
SDS-PAGE unterworfen wurde (b) und anschlieflend auf PVDF-Membrancn 
geblottet wurde. Die Detektion wurde wie oben beschrieben durchgefuhrt. 

Fig. 5 zeigt die Sekretion von APPsct von HEK- und HEK-ADAM- 10-Zell en. 
15 (A) Die Zellen wurden in Gegenwart der bezeichneten Verbindung inkubiert. 
Nach 4 Stunden wurde das Medium gesammelt, die Proteine prazipitiert und 
einer Immunoblotanalyse mit dem monoklonalen Antikfirper 6E10, gefolgt 
von einem sekundarcn [ 35 S]-markierten Anti-Maus-JgG-Antikorper, unterzo- 
gen. 

20 (B) Quantitative Analyse des sekreuenen APPsa. Die APPsa emsprechenden 
radioaktiven Banden wurden mit Hilfe eines Bio-Imaging Analyzer BAS- 
1800 quanufiziert Die Mefiwerte wurden wie in dem Beispiel beschrieben, 
auf verschiedene Proteinmengen normiert. Die Ergebnisse wurden als Pro- 
zentwerte von sekretiertem APPsa in nicht-rekombinanten Vergleichs-HEfC- 

25 Zcllcn ausgcdrOckt und die Standardabweichungen a us mindestens drei un- 

abhangigen Experimenten angegeben. Ordinate: Sekretion von APPct [Pro- 
zentwert der Wirkung in HEK-Zellen]. Absisse: Probennummcr, dieselbe 
Numerierung wie in (A). 

30 Fic. 6 zeigt den EinfluB der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 1 0 auf die Ent- 
stehung der Proteolyseprodukte APPsa und plO. 
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(A) HEK und HEK- AD AM- 1 0-Zellen wurden mil 200 uCi/ml [ 35 S] L-Methionin 
und Cystein funf Stunden metaboiisch markiert. Die Kulturmedien wurden 
mit dem polyklonalen Antikdrper 1736 immunoprszipitiert und ciner 10 %• 
igen SDS-PAGE unterzogen. Die Analyse wurde mit dem Bio-Imaging Ana- 

5 lyzer BAS-I800 durchgefuhrt APPS7510; bczcichnct das Protcolyscproduku 

das durch a-Sekreiase-Einwirkung auf eine APP-Variame, welchc 751 
Aminosauren umfafit, entsteht. 

(B) Die Zellysate wurden mit dem AntikSrper C 7 immunoprezipitiert. Die Pro- 
ben wurden mit Hilfe eines 10-20 %-igen Tris-Tricine Gel (Novex) getrennt 

10 und wie oben beschrieben analysiert 

(C) Quantitative Analyse von intaktem APP, das die ganze Lfinge aufweisi (Holo- 
APP), und plO. Die entsprechenden radioaktiven Banden wurden wie in Fig. 
5 quamifiziert. Die Wene von plO wurden auf die Holo-APP-Spiegel nor- 
micrt. Die Ergcbnissc vier unabhangiger Experimente wurden mit den ent- 

15 sprechenden Standardabweichungen angegeben. Die statistische Signifikanz 

zwischen Vergleichszellen und HEK-ADAM-1 0-Zellen wurde mit Hilfe des 
ungepaarten Student's /-Test bestimmt (*, P<0,005), 

Fig. 7 zeigt den inhibierenden Effekt der dominant negativen Mutante DN der 

20 Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10. 

(A) Endogene Expression der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 in HEK- 
Zellen. ADAM 10 mRNA von MDBK und HEK-Zellen wurde mit einem 
Oligonucleotid, das spezifisch fur die bovine und die humane ADAM 10 
mRNA ist, revers transkribiert und anschlieBend amplifiziert, was Fragmente 

25 mit 541 Basenpaaren ergab. Als Vergleich wurden HEK-Zellen, die vor dem 

Reverse-Transkriptase-Schriti mit RNase A behandelt worden waren, einge- 
setzt Als Standard wurde der DNA-Molekulargewichtsmarker VI (St, siehe 
Abbildung) von Boehringer Mannheim eingesetzt. Die Fragmente zwischen 
1230 und 154 Basenpaaren sind gezeigt. 

30 (B) HEK und HEK/DN-Zellen wurden in Abwesenheit und Anwesenheit von 
I pM PMA inkubiert. HEK/DN-Zellen sind Zellen. die die dominant negati- 
ven Mutante DN der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 exprimieren. 
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Nach vicr Stundcn wurdc das Medium gesammelt, die Proteine prazipitien 
und einer Immunoblotanalyse, \vie in Fig. 5 beschrieben. unterzogen. 
(C) Qualitative Analyse des sekretienen APPsa Die radioaktiven Banden gehe- 
ren zu APPsct und wurden quantifiziert, wie in Fig. 5 beschrieben. Die Er- 

5 gebnisse sind als Prozenrwerte des sekretierten APPsa in Vergleichs-HEK- 

Zcllcn ausgedrilckt und als Mittclwcrtc von miRdestens drei unabhdngigen 
Experimcnten angegeben. Die Fehlerbalken beziehen sich auf die Standar- 
dabweichungen. Die staustische Signifikanz zwischen Kontrollzcllcn und 
HEK/DN-Zellen, mil und ohne PMA-Behandlung, wurdc durch den urge- 

10 paarten Student's f-Test bestimmt (*, P<0,005; *\ P<0,001). 

Ordinate: Sekretion von APPa [Prozenrwert der Wirkung in HEK-Zel!en]. 


15 Die Erfindung wird naher durch die nachfolgenden Beispiele beschrieben. 
Materi alien 

Die Peptide wurden mil dem Festphasenverfahren unter Verwendung von Fmoc- 
Cheraie auf dem 9050 + Millipor Peptidsynthesizer synthesierL BB-3103 wurde 

20 von der British Biotech zur Verftlgung gestellt Die Antik6rperund ihre Quellen 
warcn: Anti-HA-Epitop-IgG (monoklonalcr Antikorper Klon 16B12 aus der 
Maus, BAbCO; polyklonalcr Antikorper Y-ll aus dem Kaninchcn, Santa Cruz 
Biotechnology), Ana-Karuiinchen-Ig-Mecrrcttichperoxidasc-gekoppeltef Antikor- 
per und [ 35 S) anti-Maus-IgG-Antik&rper von Amcrsham Pharmacia Biotech. An- 

25 tikdrper gegen APP: monoklonalcr Antikorper IgG 6E10 aus der Maus von Sene- 
tek; polykionaler AmikOrper 1736 aus dem Kaninchen und C7 wurden von Den- 
nis J. Selkoe zur Verfilgung gestellt. Weitere Chemikalien sind in Tabelle 1 aufge- 
fuhrt. Sofem nicht anders gekennzeichnet sind samtliche Losungen wassrig. 


30 Tabelle 1: 


CHAPS: 

3-[(3-Cholamidopropyl)DimethyIammonio]-l-Propansulfonat 

EPPS: 

N-[2-Hydroxyethyl]Piperazin-N*-[3-Propansulfonsaure] 
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PBS: 

8g/l NaCl; 0,2 g/1 KC1; 1,44 g/1 Na 2 HP0 4 ; 0.24 g/l KHjPCU; pH 7,0-7,5 

PMA: 

Phorbol- i 2-myristat- 1 3-acetat 

TBS 

8g/l NaCl; 0,2 g/1 KC); 3g1 Tris/HCl; pH 7,0-7,5 

TCA 

Trichloressigsaure 

TFA 

Trifluoracctat 

Tris 

Tris(Hydroxymcihyl)Aminomethan 


Beispiel 1 

Reinicung der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10: 

Die Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 wurde aus Rindemierenplasma- 
5 mcnbranen nach dem Verfahren von Howard und Glynn (Meth. Enzymology 
(1995) 248, Seiten 388 bis 395) bis zur Homogenit§t aufgereinigl. Nach dem 
DEAE-Sephacel-Schritt vvurden aktive Fraktionen direlct auf eine Hydroxylapatit- 
saule aufgegeben, die mit 20mM Tris/HCl pH 7, 0,1 mM K 2 HP0 4 und 0 ; 3 % 
CHAPS Squilibriert worden war. Akuves Enzym wurde mit 51 mM Kaliumphos- 

10 phat pH 7,0 eluiert Eine Analyse Enzymakiivitat enthaliener Proteinfraktionen 
mil SDS-PAGE ergab ein Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 62.000. 
Aminotcrminalc Scqucnzanalyse ergab eine AminosSurcsequenz von 
TTVXEKNTXQLYIQTDXXFF, die identisch mit der von Rinder-MADM ist 
(Howard et ai. (1996) (Biochem. J. 317, Sciten 45 bis 50) ebenfalls bekannt als 

15 ADAM 10 (Wolfswerk ct al. (1995) J. Cell Biol. 131, Seiten 275 bis 278). 

Beispiel 2 

Proteasetestverfahr en zur Bestimmune der Suhstratspezifitat: 

Peptide einer Endkonzentxation von 0,3 mM wurden mil 2 ug gereinigten Enzym 

20 in 50 ul 50 mM EPPS pH 8,3, 250 mM NaCl bei 37°C 30 Minuten oder 6 Stunden 
inkubiert Die Reaktionen wurden mit 2 ul TFA gestoppt. Mefiproben wurden mit 
Hilfe von HPLC auf einer Vydac (The Separation Group, Hesperia, Calif. USA) 
RP 1 8 Saute (5 urn, 250 x 4,6 mm) analysiert. Die Peptide wurden mit einem Puf- 
fersystem von 0,1 % TFA in Wasser (Puffer A) und 0,1 % TFA, 9,9 % Wasser, 90 

25 % Acetonitril (Puffer B) aufgetrennt. wo bei der folgendc Gradient angelegt wur- 
de: 0 % B, 5 Min.; 0 bis 70 % B innerhalb 45 Min. Das Molekulargewicht der 
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Proteolyseprodukte wurde mit ESI-Massenspektrometrie hestimmt Fiir die Be- 
rcchnung der prozentualen Spaltung wurde die PeakflSche, die ein Peptid crgab, 
das ohne Enzym inkubien und ansonsten identisch behandelt wurde, aJs Referenz 
fur 100 % herangezogcn, 

5 

Beispiel 3 

Circuiardichroismusspektoskopie: 

CD-Messungen wurden auf einem Jasco J 720 Spektropolarimeter bei 4°C durch- 
gcfuhrt Die Schichtdicke dcr Quarzmcflzdlc bctrug 0,1 nun. Die Messungen 
10 wurden bei einer Peptidkonzentration von 0,5 mM in 20 mM Tris/HCl bei pH 8,3, 
250 mM NaCl in Anwesenheit von 0,5 % (w/v) SDS durchgefuhrt. Als Ergebnis 
wird die Elliprizi&t [8] (deg x 1 0* 3 ) aufgefilhrt. 

Beispiel 4 

15 Klonienme und funktiorielle Expression der Disintecrin-Metalloprotease ADAM 
10: 

PCR-Primer, die auf die Nukleotidsequenz mit der GenBank/EMBL-Datenbank- 
Zugangsnummer Z21961 passen, wurden benutzt, um die cDNA der Disintegrin- 
MetalJoprotease ADAM 10 aus dem Rind aus einer Rindemieren-cDNA- 

20 Bibliothek zu amplifizieren. Die cDNA von ADAM 1 0 wurde ohne das Original- ' 
Stop-Codon amplifizien. Start dessen wurde eine KpnI-Schnittstelle eingefiihrt 
und fur die Fusion dcr ADAM 10-cDKA mit einer synthetischen DKA-Kassctte, 
die fur das Influenza-Hamaggiutinin (HA)-Epitop-tag (YPYDVPDYA) codiert, 
bcnutzt Dcr Vergleich dcr klonicrtcn Nucleotidsequenz von Rinder-ADAM 10 

25 wurde mit der publizierten Original-Sequenz [Howard et al. (1996) (Biochem. J. 
317, Seiien 45 bis 50, GenBank/'EMBL-Datenbank-Zugangsnuminer Z21961J 
vcrglichen und zeigte die folgenden Austausche: C700T, C2122T und C2251T 
(die Nukleotidkoordinaten entsprechen der Sequenz mit der Zugangsnummer 
Z2 1961). Die Austausche verandera nicht die Aminosaurenabfolge. 

30 

Zur Expression der carboxyterminal HA-markierten Disintegrin-MetaJloprotease 
ADAM 10 wurde der Expressionsvektor pcDNA3 (Invitrogen BV, Gronningen, 
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Niederlande) benunt Die stabile Transvektion von HEK-Zellen wurde nach der 
Calciumphosphat-PrSzipitationstechnilc durchgcfUhrt Zur Selektion transfiziener 
Zellen wurde 1 mg/ml Geneiicin benutzt. Die Oberexpression von ADAM 10 be- 
schleunigte das Wachstum von transfizierten HEK-Zellen nicht. 

5 

Um die dominante negative Mutante der Disinte grin-Metal loprotease ADAM 10 
aus dcm Rind (mit DN bezeichnet, siehe Fig. 7, B) herzustellen, wurde eine Ami- 
nosauresubstitwion Alanin fiir Glutamat bei Position 384 (E384A) mirtels PCR- 
Mutagencse durchgefUhrt (Die Nummerierung der Aminosaurcn in der Angabe 

1 0 E384A bezieht sich auf die publiziertc Scqucnz der Disintegingrin Metalloprotase 
ADAM 10 des Rindes gemSfl Howard ei al. (1996) Biochem. J. 317, Seiten 45 bis 
50, GenBank/EMBL-Datenbank-Zugangsnummer Z21961). Die amplifmene 
cDNA der ADAM-10-Mutante wurde in pcDNA3 einkloniert und eine DNA- 
Kasserte, die fllr ein FLAG-Epitop-lag (DYKDDDDK) am 3*-Ende eingefugt. Die 

15 korrekte Sequenz aller PCR-Produkte wurde mit Didesoxynucleotid- 
Sequenzierung uberpruft. HEK-Zellen wurden, wie vorstehend beschrieben, trans- 
fiziert und selektiert. Um die Expression der ADAM-10-Mutante zu iiberprufen, 
wurde das Protein mit Western Blot Analyse unter Verwendung eines M2 Anti- 
FLAG-Antikarpers (Kodak) und dem ECL-Detektionssystems (Amersham Pbar- 

20 macia Biotech) nachgewiesen. 

Beispiel 5 

Reverse Transkriptase - Polvmerasekettenreaktionn a CRV 

Gcsamt-RNA.von MDBK-Zellen (Madin Darby bovine kidney) und HEK-Zellen 

25 wurde unter Verwendung des RNeasy Kits (Qiagcn GmbH, Hildcn) hergestellt. 
Zur reversen Transkription der rnenschlichen und der Rinder-ADAM-10 mRNA 
wurde ein genau passendes Oligonucleotid fiir das 3*-Endc der mRNAs benutzt 
(5* -TGCACCGCATGAAAACATC-3*). Die PCR wurde durch Zugabc eines 
Vorwansprimers 5 *-GAAC AAGGTGAAGAATGTG-3 ' mit einer Sequenz 

30 durchgefilhrt, die in der menschlichen und in der Rinder-ADAM-10 cDNA iden- • 
tisch ist. Um die Herktmfi der amplifizierten Fragmente als revers transkribicrte 
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mRNA sicherzustellen, wurde RNA vor Zugabe der Reversen Transkriptase in 
einem Konrroilversuch durch RNase A abeebaut 

Beispiel 6 

5 Expression und Deelvcosilierung der Disintegrin-Metalloorotease ADAM 10: 
Stabil ADAM 10 exprimierende HEK-Zellen und Vergleichszellen wurden in 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) sublimentiert mit 10 % ffctalem 
Kalberserum. Penicillin (100 Einheiten pro ml), Streptomycin (100 timg/ml) und 
2 mM Glutamin auf Kulturschalen eines Durchmessers von 10 cm bis zur Konflu- 

10 cnz hochgezogen. Die Zellcn wurdcn in 20 Min. auf Es 1 ml LysispufFer lysiert 
(20 mM Imidazol pH 6,8, 0,2 % Triton X-100, 100 mM KC1, 2 mM MgCl 2 , 10 
mM EGTA, 300 mM Saccharose, 1 mg/ml BSA) in Anwescnheit eines Inhibitors 
(complete™ Mini, Boehringer Mannheim). Die geklarten Extrakte wurden mit 6,6 
ug/ml monokJonalem anti-HA-Antik6rper (16B12) und Protein A-Sepharose bei 

15 4°C Uber Nacht inkubiert. FQr Deglycosilierungsexperimente wurden die Immun- 
komplexe in 100 ul 1 % SDS und 2 % p-MercaptoethanoI 10 min gekochL Nach 
Zentrifugation wurde das Eluat mit 2.500 Einheiten PNGase F (New England 
Biolabs, Inc., Massachusetts. USA) in 50 mM Natriumphosphat PH 7,5, 1,5 % 
Nonidet-P40 und 0,25 % SDS 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Proteine wurden 

20- wie bei Wessel und Flugge (1984) (Anal. Biochem. 138, Seiten 141 bis 143) pra- 
zipitiert, mit Hilfe eines 4 bis 12 %-igen NuPAGE-Gels (Nowex) getrennt und auf 
PVDF-Membranen geblottet Die Membranen wurden mit polyklonalem anti-HA- 
Antikorper (Y- 1 1) bei einer Verdunnung von 1 : 1 .000 inkubiert, gefolgt von einem 
sekundaren anu^Kaninchen-Meerrettichperoxidase-gekoppelten Antik6rper. Die 

25 Dctektion erfolgte mit Hilfe des ECL-Systems. 

Beispiel 7 

Zelloberflachenbiotinvlieruntren: 

Die Zellcn wurden bis zur 90 %-igen Konfluenz hcrangczogen und mit PBS ent- 
30 haltend 0,3 mg/ml Sutfo-NHS-LC-Biotin (Pierce. Rockford. Illinois. USA) 30 
Min. bei 4 °C inkubien. Oberschussiges Biotinylierungsreagenz wurde durch 
mehrmaliges Waschen mil TBS entfernt Die Zellysate wurden mil monoklonalem 
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anli-HA-Antikdrper wie vorstehend beschrieben immunnprazipitiert. Die Immun- 
komplexe wurden von gewaschenen Protein- A- Beads mit 200 ul 100 mM Glycin 
pH 2,5 und 20 uM kompetierendes HA-Peptid (entsprechend den Aminosauren 98 • 
bis 108 des Influenza Hamaglutinin-Proteins) eluieit. Die OberstSnde wurden ge- 
5 sammelt und mit 5 ni 3 M Tris pH 8 ? 9 neutralisiert und mit Streptavidin-Agarose- 
Beads (Pierce, Rockford > Illinois, USA) zwei Stunden bei 4°C inkubiert Die Pro- 
ben wurden mit Hilfe von 10 % SDS PAGE analysiert und auf PVDF-Membranen 
geblottet. Die Blots wurden wie vorstehend beschrieben analysiert. 

10 Beispiel8 

Immunoblotanalvse: 

8* t0 5 HEK und HEK-AD AM 1 0-Zellen (HEK-Zellen, die ADAM 10 stabil expri- 
mieren, Verfahren wie oben) wurden auf 5 cm Zelikulturschalen, die mit Poly-L- 
Lysin behandelt worden waren, ausgesat und fast bis zu Konfluenz bochgezogen. 

15 Das Medium wurde verworfen und die Zellen in Abwesenheit oder Anwesenheit 
der aufgefiihrten Verbindung 4 Stunden in Serum-freien DMEM mit 10 ug/ml 
Fetts3ure-freiem BSA inkubiert. Das Medium wurde gesammelt und die Proteine 
mit 10 % (v/v) TCA prazipitiert. Die Proben wurden bei 14.000 UpM zentrifugiert 
und die Pellets zweimal mit 500 \i\ eiskaltem Aceton gewaschen. Die Proteine 

20 wurden mit 7,5 % SDS-PAGE getrennt und auf PVDF-Membranen geblottet Die 
Membranen wurden mit monoklonalem Antikorper 6E10, der die aminoterminale 
Sequenz von Ap erkennt, bei cincr Verdunnung von 1 :2.000 gcfolgt von einem 
sekundaren [ 3S S]-markierten anti-Maus IgG-Antik6rper inkubiert Die radioakti- 
ven Banden, die APPsa entsprachen. wurden' mit Hilfe des Bio-Imaging- 

25 Ana!ysers-BAS-1 800 (Fuji) quantifiziert Der Proteingehalt jeder Zellkulturplatte 
wurde nach Dialyse mitdem Mikro-BCA Proteinassay (Pierce, Rockford, Illinois, 
USA) bestimmt und die Meflwerte der radioaktiven Banden auf die Proteiranenge 
normiert 

30 BeispieI9 

Metabolische Markierung und Immunoorazioitation: 
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MO 6 HEK-Zellen und HEK-ADAMIO-Zellen wurden wie oben beschrieben auf 
10 cm Zellkulturplatten hochgezogen. Die fast konfluenten Zellkulturen wurden 
in Serum-freien und Cystein- und Methionin-freiera DMEM 1 Stunde inkubiert, 
und dann in demseiben Medium mit 0,2 mCi/ml Tran[ 33 S]-label™ (ICN) 5 Stun- 

5 den markiert. Die Inununoprazipitationen wurden ausgefuhrt, wic in Haass et a). 
(1991) (J. Neurosci. 11, Seiten 3.783 bis 3.793) und Haass et al. (1992) (Nature 
359, Seiten 322 bis 335) beschrieben. APPSa wurde mit dem a-Sekretase- 
spezifischen polyklonalen Antikfoper 1736 und das 10 kDa- Fragment (plO) mit 
dem polyklonalen AmikrOrper C7, der den carboxytenninalen Teil von APP er- 

10 kennt, immunprazipitiert Die Radioaktivitat wurde mit Hilfe des Bio-Imaging- 
Analysers BAS-.1800 (Fuji) detektiert. 

Heispiel 10 

Spe2iiit3t der gereinicten Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 fllr verschiede- 

15 ne Peptidsubstrate. 

Als Pcptidsubstrat, das die a-Sekretase-Schnirtstelle urafafit, wurde die Octapep- 
tid-Aminosauresequenz 11 bis 28 von AP gewahlt (die Numerierung bezieht sich 
auf den Aminoterminus des p-Amyloid-Peptids (Esch et al. (1990) Sience 248, 
Seiten 1122 bis 1 124 und Haass et al. (1992) Nature 359, Seiten 322 bis 325). 

20 Seine carboxyterminaJe Aminosaure entspricht der ersten extxazellularen Ami- 
no s^ure von APP. Nach 30 min Inkubation von AP(ll-28) mit ADAM 10 zeigte 
die HPLC-Analysc eine Spaltungsausbeute von 28 % bezogen auf das Stanpeptid 
und unter Bildung von zwei Proteolyseprodukten (siehe Tabelle 2). 

25 

Die ESI-massenspcktrometrische Analyse identifiziene die Proteolyseprodukte als 
das aminoterminale Hexapeptid ([M+H] Mon mil m/z von 777,5) und als das car- 
boxyterminale Dodecapeptidamid ([M+H]*-Ion mit m/z von 2.082.8) des ur- 
sprunglichen Octadecapeptidamids. Folglich spaltet die Disintegrin- 
30 Metalloprotease ADAM- 10 proteolytisch zwischen Lys 16 und Leu 17 (Numme- 
rierung beginnend mit dem Aminoterminus von Ap), wie es fiir ein Enzym mit ct- 
Sekretaseakuvitat zu erwarten ist. Nach 6-stundiger Inkubation waren 69 % des 
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AP(U-28) vorwiegend an dieser Seite gespalten, seltener erfolgte cine Spaltung 
hiater Leu 17 und Val 18 (FIG. 3 A; Tabelle 2). 

Anschiiefiend wurde aberprttft, ob die Spaltungshfiuftgkeit \vie fur die Spaltung 
5 von APP durch die a-Sekretase beschricben worden ist (siehe Sisodia (1992) 
Proc. Natl. Acad. Sci USA 89, Sciien 6075 bis 6079) von der Konformaiion des 
Substrais abhangt. Zu diesem Zwcck wurde Alanin 21 in AP(ll-28) durch Lysin 
ersetzt. Diese Position entspricht einer naturlich vorkommenden Ala->Gly- 
Mutation bei Position 692 von APP770 (Hendricks et al. (1992) Nat. Genet. 1, Sei- 
10 ten 2 1 8 bis 22 1 ), die in Patienten mit zerebraler Hiixnorrhagie in Folgc von Amy- 
loidangiopathic idcntifiziert wurde (Haass ct al (1994) J. Biol Chem. 269. Seitcn 
17741 bis 1 7748; Capell ct a!. (1 996) Amyloid 3, Sciien 1 50 bis 155). 

Cirkulardichroisrous-Messungen (CD) des Octadecapeptidamids AP(ll-28) in 0,5 

15 % SDS zeigten ein Spektrum, das charakteristisch filr die a-helicale JConformati- 
on ist, wahrend eine Zufallsknaul-Konformation im Falle des Peptids mit dem 
Austausch Ala-*GIy in Position 21 von AP(li-28) (siehe FIG. 3 B) beobachtet 
wurdc. Das Ictztc Pcptid wurde durch die Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 
weniger effektiv als das Wildtyp-Peptid gespalten: Nach 30 Min. wurde nur 14 % 

20 zwischen Lys 16 und Leu 17 gespalten, verglichen mit 28 % im Falle von AP(1 1- 
28) (siehe Tabelle 2). Ein Vergleichsbeispiel zeigt, dafi ADAM 10 nicht die Pep- 
tidsubstrate spaltet, die eine Schnittstelle fur das sog. Ectodomain Shedding, das 
Abwerfen einer AuBendomane, des Angiotensin umwandelnden Enzyms (ACE) 
(Ehlers et al (1996) Biochemistry 35, Seiten 9549 bis 9559) oder des Interleukin 

25 6-Rezeptors (Mttllberg et al. (1994) J. Immunol. 152, Seiten 4958 bis 4968), be- 
sitzcrL Allerdings spaltet ADAM- 10 offensichtlich ein von pro-TNF-a abgeleite- 
tes Peptidsubstrat, wie neulich berichtct wurde (Lunn et al. (1997) FEBS Lett. 
400, Seiten 333 bis 335; Roscndahl et al (1997) J. Biol. Chem. 272, Seiten 24588 
bis 24593). Einige Metal loprotcinasc-Inhibitoren wurden auf ihre Fahigkcit. die 

30 protcolyiische Spaltung von Ap(ll-28) durch gereinigics ADAM 10 zu inhibic- 
ren, getestet. Der auf einer Hydroxamsaure basierende Inhibitor BB-3103 (Mid- 
delhoven et al. (1997) FEBS Lett. 414, Seiten 14-18) inhibiene bei einer Kon- 
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zentration von 100 uM vollstandie die proteolytische Spaltunesaktivitat. Die Di- 
sintegrin-Metalloprotease ADAM 10 wurde auch durch 1 mM DTT vollstandig 
inhibien, was darauf schlieBen laflu daB eine Thiol-Gruppe oder Disulfidbindun- 
gen wichtig f&r die a-Sekretascaktiviiat sind. Femer inhibierte ADAM-10 1 mM 
5 1,10-Phenamhrolin. 

Beispielll 

Prozessierung und Lokalisation der Metalloprotease ADAM 10 in HEK-Zellen 
Um die Wirkung der Metalloprotease ADAM 10 auf die proteolytische Spaltung 

10 von APP in einera Zellsystem zu untersuchen, wurden HEK 293-Zellen einge- 
setzt. Die cDNA der Metalloprotease ADAM 10 wurde aus einer Rindernieren 
cDNA-Bibliothek kloniert, an ihrem 3 1 - mit einer DNA-Sequenz, die fur das HA- 
Antigen kodien, versehen und in den Rxpressionsvektor pcDNA3 (Invitrogen BV, 
Groningeo, Niederlande) kloniert. Nach der Transfektion von HEK-Zellen und 

15 HEK-Zellen, die APP 695 stabii expriraieren [HEK APP 6 ?5» Haass et al. (1992), 
Nature 359, Seiten 322 - 325], mit Nukleinsaure, kodierend fur die Metallopro- 
tease ADAM 1 0, wurden Klone auf die Expression und Prozessierung der Metal- 
loprotease hin untersucht Zu diesem Zweck wurden Zellysate mit dem monoklo- 
nalen anti-HA-Antik6rper (16B12) prazipitiert mit SDS-PAGE analysiert und 

20 einem Western Blot unterzogen. Immuno-Anfarbungcn mit einem anti-HA- 
polyklonalen AntikOrper zeigten 2 immunoreaktive Spezics einer apparenten Gr6- 
fie von 90 kDa und 64 kDa (Fig. 4 A, Spuren 2 - 5). Die 64 kDa-Variante wird 
aus der 90 kDa-Variante durch Abspaltung der Pro-Domane (194 Aminosauren) 
gebildet. Wahrscheinlich geschieht dies durch eine Furin-ahnliche Pro- 

25 Proteinkonvertase, die die Disintegrin-Metalloproteasen bei dem Sequenzmotiv 
RXKR in einem spaten Golgi-Kompartirnent spaltet (Lum et al. (1998) J. Biol. 
Chem. 273, Seiten 26236 - 26247). Die berechnete Molekularmasse der Metallo- 
protease ADAM 10 nach der protolytischen Abspaltung der Prodomane ist 61 
kDa. Um zu untersuchen, ob die Differenz zwischen apparenten und berechneten 

30 Molekulargewicht auf die Glycosilierung an den putativen N- 
Glycosilierungsstellen der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 zwuckzuruh- 
ren ist (Howard et al. 1996) Biochem. J. 317, Seiten 45 - 50), wurden die Glyco- 
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5 

proteine des Zellklons mil dcm hSchsten Expressionsspiegel an Disintegrin- 
Metalloprotease ADAM 10 (HEK-ADAM 10) mil N-Glycosidase F behandelt. 
10 Diesc Behandlung filhrte zu einer Reduktion dcr Molekularmasse auf die erwar- 

teten Werte von etwa 86 kDa fur das Vorlauferprotein and von 61 kDa fur die 
5 prozessierte Variante der DisintegruvMetalloprotease ADAM 10, der die Prodo- 
mane fehlt (Fig. 4 A, Spur 3). 

15 

Die Lokalisation der Disintegrih-Metalloprotease ADAM 10 in transfizierten 
HEK-Zellen wurde durch ZeUoberfl&chen-BiounyUerung und konfokale Mikro* 

2Q 10 skopie untersucht. Zur Biotinylierung wurden die ZelJen auf 4°C gektlhlt urid 30 

Minmen mit Sulfo-NHS-LC-Biotin, einem membranimpermeabelen Biotinylie- 
rungsreagenz, inkubiert Die Immunoprazipitation wurde unter Verwendung eines 
monoklonalen Anti-HA-Antik6rpers durchgefiihrt. 4/5 der gesammelten Immuno- 

25 prazipitate wurden mit irnmobilisiertem Streptavidin inkubiert, urn die Protease- 

15 molekule an der Plasmamembran zu isolieren. Fig. 4 B zeigt die Anwe-senheit 

von sowohl der prozessierten etwa 64 kDa groflen Variante der Disintegrin* 

Metalloprotease ADAM 10 als auch ihres 90 kDa groflen Vorlaufers auf der 
30 ... 

Zelloberflache (Spur A). 1/5 des Immunoprazipitates, das nicht mit Streptavidin 

inkubiert worden war, zeigte vornehmlich die nicht-prozessierte 90 kDa grofle 

20 Variante, und eine nur schwache Bande wies auf die proteolytisch aktivierte Di- 

35 sintegrin-Metailoprotease ADAM 10 hin (Spur B). Diese Ergebnisse zeigen, dafl 

die proteolytisch aktivierte Form der Metalloprotease ADAM 10 vornehmlich an 
der Zelloberflache lokalisiert ist wo sie in der Lage ist APP proteolytisch zu 
spalten. Der uberwiegende Teil der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 liegt 

40 25 intrazellular als Proenzym vor. Eine Analyse der Lokalisation der Disintegrin- 

Metalloprotease ADAM 10 mit Hilfe von konfokaler Immunofluoreszeriziriikro- 
skopie an penniabilisierten HEK-ADAM 10 Zellen zeigte, daB das Anfarbemuster 
groutenteils mit dem des Golgi-assoziierten Markers 58k Qberiappt (Ergebnisse • 

45 

nicht gezeigt). 

30 

Beispiel 12 


55 
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Wjrkuns der Disintecrir.-Metalioproteasc ADAM 10 auf die ot-Sekretasc Spaltung 
von APP in HEK-Zellen. 

10 Die a-Sckrcinscaktivitiit in HEK-ADAM 10 Zelien wurde mit der Aktivit&t, die in 

untransfiziencn HEK-Zcllen gefunden wurde, verglichen. Die Freisetzung von 
5 APPs in das Medium wurde mit zwei bindungsortsspezifischen AntikBrpern (1736 
und 6E10) bestimmL Beidc Antikorpcr crkenncn die aminotenninflle Sequenz von 
AP und detektiercn daher nur APPsa abcr nicht APPsp. Iramunoblotexperimenle 
und Imxnunoprazipitation nach mctabolischer [ 35 S]-Markierung wurden durchge- 
fuhrt, urn die a-Sekretaseaktivitat zu quantifizieren (Fig. 5 und Fig. 6). Die quan- 
20 io titativs Analyse der Immunoblotexperimente mit dem monoklonalem AntikOrper 

6E10 zeigte, dafl HEK-Zellen, die stabil einen hohen Spiegel der Disintegrin- 
Metalloprotease ADAM 10 exprimieren, ungefahr die vierfache Menge APPsa 
ins Medium abgeben ats die untransfizierten HEK-Zellen (Fig. 5, Spuren 1-4). 
Bine erh6hte a-Sekretaseaktivitat wurde auch in einem HEK-APP^s-ZelUdon, der 
15 stabil die Disiniegrin-Metalloprotease ADAM 10 exprimiert, festgestellL Der re- 
lative Anstieg von APPs75ia, welches von endogenem APP abstanunt und von 
30 APPs^a war nur zweifach (Fig. 5 A, Spuren 7 und 8 ) infolge des geringeren Ex- 

pressionsspiegels der Disintegrin-MetaJloprotease ADAM 10 (Fig. 4, Spur 5) und 
infolge des hOheren Substrat-Enzymverhaitnisses. 


25 


35 


40 


20 


Neulich wurde gezeigt, dai3 Zink-McUlloproteascLnhibitorcn auf der Basis von 
Hydroxamsaure das Ectodomain Shedding vcrschiedener Mcmbranproteine ein- 
schlicBJich der a-Sekretase-Spaltung von APP unterdrilcken. Ein Effekt auf die 
Freisetzung von APPsp wurde nicht gefonden (Parvathy et al. (1998) Biochemis- 
25 try 37, Seiten 1 680-1 685). Deswegen wurde der Effekt des Hydroxarnsaureinhibi- 
tors BB-3103 auf HEK-Zellen und auf HEK-Zellen, die die Disintegrin- 
Metalloprotease ADAM 10 Oberexprimieren, untersucht. BB-3103 verminderte 
45 die Freisetzung von APPsa in HEK-Zeiien urn etwa 40 % (Fig. 5, Spuren 1-3) 

und in HEK-ADAM 10-Zellen urn etwa 70 % (Fig. 5, Spuren 4-6). Die Stimulaii- 
50 on der Proteinkinase C durch Phorbolester verstarkt deutlich die Freiserzung von 
APPsa und inhibiert die Sekreiion von Ap. Um die Wirkung der Proteinkinase C 

50 
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auf die StimuJicrung der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10-Aktivitat zu un- 
tersuchen, wurden HEK- und HEK-ADAM 10-Zellen mit 1 um PMA behandelt. 
Imnjunobioiexperimeme zeigten, dafl PMA die APPsct-Freisetzung von HEK- 
Zellen etwa urn das 6-fache erhoht (Fig. 5, Spuren 1 und 2). Die verst&rkte a- 
5 SckretascaJaivimt von HEK-ADAM 10-Zellen wurde urn den Faktor 2,5 vergrS- 
Bert (Fig. 5, Spuren 4 und 5). 

ADAM 10 besitzi in Anunosaureposition 719 ein Threonin, welches als Substrat 
fur cine Protcinkinasc C-abhiingige Phosphorylierung dicnen kann. Eine VerstSr- 
1 0 kung dcr cc-Sekretaseaktivitat von ADAM 1 0 durch den Protcinkinase C- 
Aktivator PMA erfolgt ofFensichtlich iiber diescn Mechanismus. 

Ahnliche Ergebnisse wurden in Imrnunopraziphationsexperimenten mit dem po- 
lykionalcn AntikOrpcr 1736 erhalten. Die Expression dcr Disintegrin- 

15 Metalloprotease ADAM 10 in HEK-Zellen verstarkte signifikant die Sekrction 
von APPsa in das Medium (Fig. 6A). Um zu bestimmen, ob die Expression der 
Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 auch den Spiegel von pi 0 erhoht, wurden 
Zellysate von HEK- und HEK-ADAM 10-Zellen nach metabolischer Markicnmg 
mit dem polyklonalen AntikOrper C7, dcr den caxboxytenninalen Teil von APP 

20 crkennt, irnmunoprazipiticn. Wie in Fig. 6B und 6C gezeigt, wird die Expression 
von Holo-APP (APP der vollen Lange) nicht verandert, wahrend das Signal von 
plO in HEK-ADAM 10-Zellen signifikant starker ist aJs in den Vcrgleichszellcn. 
Dies zeigt, dafl die Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 a-Sekretaseakiivitat 
besitzi. 

25 

Beispiel 13 

Wirkune der dominant negativen D isintegrin-Metalloprotease ADAM 10-Mutante 
auf die ct-Sekretaseaktivitat: 
30 Um festzusielJsn, ob das menschliche Homologe der Disintegrin-Metalloprotease 
ADAM 10 in HEK-Zellen exprimien wird und daher fur die endogene a- 
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Sekretaseaktivitat verantwortlich ist, wurden Reverse Transkriptase Polyme- 
rasekettenreaktionsanaJysen unter Verwendung von Gesamt-RNA aus diesen 
10 Zellen und Oligonucieoriden, die spezifisch fifr ADAM 10 sind durchgefilhrt 

Wie in Fig. 7A gezeigt, exprimieren HEK-Zellen detektierbare Mengen an 
5 mRNA, die fur die humane Variante der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 
codiert, die 97 % Idcntiiat auf Aminosaureebene mit der Disintegrin- 
Metalloprotease ADAM 10 aus dem Rind zeigt In einem Vergleichsexperiment 
• wurde die Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10-mRNA in Gesamt-RNA von 
MDBK-Zcllen nachgewiesen, von denen bekannt ist, dafi sie die Disintegrin- 
20 10 Metalloprotease ADAM 10 exprimieren (Howard et al. (1996) Biochem. J. 317, 

Seiten 45-50). 


15 


25 


30 


Um die endogene a-Sekretaseaktivitat in HEK-Zellen zu inhibieren, wurde die 
Punktmutation E384A in die Zink-Bindungsstelle der Rinder-Disintegrin- 
15 Metalloprotease ADAM 10 eingefUhrt Eine Mutante des KUZ-Proteins mit einer 
Mutation an derselben Stelle verhielt sich dominant negativ in Drosophila mela- 
nogaster (Pan und Rubin (1997) Cell 90, Seiten 271-280). HEK-Zellen, die die 
Mutante ADAM 10 E384A (HEK/DN) exprimieren, zeigten eine deutlich ver- 
minderte Sekretion von APPs. Der inhibitorische Effekt war am deutlichsten in 
20 PMA-behandeltcn Zellen: Nur 25 % der enzyrnatischen Aktivitat wurde festge-. 
35 stellt (Fig. 7B, Spurcn 2 und 4; Fig. 7C). Folglich fTihrte diese Punkunutation zu 

einer dominant ncgativen Form der Protease und zu einer deutlich verminderten 
konstitutiven und stimuli erbarcn ct-Sekretascaktivit&t 


40 


45 


25 Zusammenfassend laBt sich also sagen, dafl die Disintegrin-Metalloprotease 
ADAM 10 a-Sekretaseaktivitat besitzt und in den basalcn und stimulierten ProzeB 
des Ectodomain Sheddings von APP involvien ist. Dicsc Folgcrung ergibt sich im 
wesentlichen aus folgenden experimentellen Ergebnissen: 


30 - Die tJberexpression der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 in 

HEK-Zellen fllhrt zu einem Ansneg von APPsa und plO um ein viel- 
50 faches. Der Anstieg in der Proteolyseaklivitat (Shedding-Akuviizi) 
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korrehert mit dcm RKpressionslevel der Disintegrin-Metalloprotease 
ADAM 10. Die verstarkte a-Sekretaseaktivita*t kann duich Siimuiation 
10 der Proteinkinase C mit Phorbolestern erhoht werden, was tin charak- 

teristisches Merkmal der ct-Sekretase ist (HUNG et aL (1993) J. Biol. 
5 Chcm. 268, Sciten 22959-22962). 


15 


20 10 


25 


30 


35 


40 


45 


50 


Zcllobcrflachcn-Biotinylierungscxperimentc zeigen, dafi die proteo- 
lytisch aktivierte Fomi der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 im 
wcscntlichen in der Plasmamembranen Iokolisiert ist 

Die endogene basale und Phorboicster stimulierte a-Sekretaseaktivitat 
in HEK-Zellen kann durcb eine dominant negative Form der Disinte- 
grin Metalloprotcase ADAM 1 0 deutlich inhibiert werden. 


15 • Das Inhibitorspektrum sowohl dcs isolierten als auch des uberexpri- 

mienen Enzyms stimmt mit den Berichten Uber die Hemmung der a- 
Sekretaseaktivitat Uberein. 

Auf die Veroffentlichung Lammich et al Proc. Natl. Acad. Sci USA (1999) 96, 
20 3922-7 ward vollinhaklich verwiesen. 
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Patentanspruche 


10 


1. Rekombinanie Zelle, die ein Substratprotcin exprimiert, das mindcstcns eincn Sequenz- 
bereich von 1 8 Aminosluren dcs humanen Amyloidvorlauferproieins (APP, amyloid pre- 
cursor protein) oder eines homologen Proteins umfaflt, wobei der Sequenzbereich die ot- 
Sekretasespaltstetle sowie 6 Aminosaurereste aminoterminal und 12 Aminosaurereste 
carboxyterminal bezogen auf die ct-Sekretasespaltstelle enthait, und 

a) entweder rekombinantc Nukleins&ure enthalt, umfassend mindestens ein Gen fur ein 
Proteaseprotein, das entweder mindestens den/die fUr die proteolytische Aktivitat 
notwendigen Sequenzbereich oder Sequenzbereiche der Disintegrin-Metalloprotease 
ADAM 10 aus dem Rind (Bos taurus\ aus dem Menschen oder aus einem anderen 
Saugetier umfaBt oder ein Mutein einer Saugetier Disintegrin-Metalloprotease ADAM 
10 darstelJt, das im wesentlichen die gleichen enzymatischen Eigenschaften besitzt, 
wobei das Gen oder die Gene unter der Kontrolle eines heterologen Promoters stehen, 

* b) oder heterologe RNA codierend fur ein Substratprotein und fur ein Proteaseprotein. 

2. Rekombinante Zelle, dadurch gekennzeichnet, dafl sie rekombinante Nukleinsaure enthalt, 
umfassend entweder 

a) mindestens ein Gen fur ein Substratprotein, das mindestens einen Sequenzbereich vnn 
18 Aininosauren des bumanen Amyloidvorlauferproteins (APP, amyloid precursor 
protein) oder eines homologen Proteins umfaflt, wobei der Sequenzbereich die ct- 
Sekretasespaltstelle sowie 6 Aminosaurereste aminoterminal und 12 Aminosaurereste 
carboxyterminal bezogen auf die o-Sekrctasespaltstelle enthfilt, und 


b) mindestens ein Gen fur ein Proteaseprotein, cas entweder mindestens den/die fur die 
proteolytische AktivitSt notwendigen Sequenzbereich oder Sequenzbereiche der Di- 
sintegrin-Metalloprotease ADAM 10 aus dem Rind (Bos taurus), aus dem Menschen 


Metalloprotease ADAM 10 darstellt. das im wesentlichen die gleichen enzymatischen 
Eigenschaften besitzt, wobei das Gen oder die Gene unter der KontroUe eines hetero- 
logen Promotors stehen, 
oder heterologe RNA codierend fur ein Substratprotein und filr ein Proteaseprotein. 
3. Zelle nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Proteaseprotein die Di- 


40 


45 


oder aus einem andcrcn Sfiugetier umfaBt oder ein Mutein einer Sfiugetier Disintegrin- 
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sintcgrin-Mctalloprotease ADAM 10 der Maus ist. 

4. Zelle nach Anspruch loder 2, dadurch gekcnnzeichnet, daB das Proteaseprotein die Di- 
sintegrin-Metalloprotease ADAM 10 der Ratte ist 

5. Rekombinante Zelle, dadurch gekennzeichnet, dafl sie rekombinante Nukiemsaure(n) ent- 
halt, die codieren: 

c) fur eine dominant negative Form der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 aus dem 
Rind (Bos taurus), aus dem Merischen oder aus einem anderen SSugetier und 

d) gegebenenfalls fttr ein Substratproiein gem&fl Anspruch 2. 

6. Zelle, nach Anspruch 5, wobei es sich b*i der dominant negativen Form der Disintegrin- 
Metalloprotease ADAM 10 urn die Mutante E384A der Disintegrin-Metalloprotease 
ADAM 1 0 aus dem Rind oder urn eine entsprechende Mutante aus dem Menschen oder 
aus einem anderen SSugetier handelt. 

7. Zelle nach einem der Anspruche 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafl das Substratprotein 
ein Fusionsprotein ist, bei dem der aminoterminale Sequenzbereich des Fusionsproteins 
von einem Markerprotein, einem Enzym oder einem katalytisch wirksamen Teil eines En- 
zyms und der carboxyterminale Sequenzbereich des Fusionsproteins von dem humanen 
Amyloidvorlauferprotein oder einem Teil des humanen Amyloidvorlauferproteins gebil- 
det werden. 

8. Zelle nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafl es sich bei dem Enzym urn eine um 
mindestens 24 Aminosaurereste carboxyterminal verkilrzte alkalische Phosphatase SEAP 
handelt. 

9. Zelle nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet. dafl das Substratprotein cine Sequenz 
gemaO SEQ ID-No: 1 aufweist 

10. Verfahien zur Auffindung phannazeutischer Wiiksubstanzen, gekennzeichnet durch die 
folgenden Schritte 

e) Bereitstellung eines Substraiproieins gemafl Anspruch 2. 
0 Bereitstellung eines Proteaseproteins gemafl Anspruch 2 t 

g) Applikation cincr Testsubstanz auf eine Zelle, auf cine Zellfraktion oder auf ein Ge- 
misch von Zcllfrakuonen, die jeweils sowohl das Substratprotein als auch das Protea- 
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seproietn umfassen, und 

h) Quantitative Bestimmung eines seit der Applikation der Teslsubstanz gcbildetcn Pro- 
teolyseproduktes des Substratproteins. 

1 1 . Verfahren zur Auffindung von wciteren Sekretasen oder von pharmazeuiischen Wirksubs- 
tanzen, umfassend die folgcndcn Schritte 

d) Expression eines Substratproteins und einer dominant negativen Form der Disintegrin- 
Metalloprotease ADAM 10 aus dem Rind (Bos taurus), aus dem Menschcn oder aus 
einem anderen Saugetier in einer Zelle gemafl Anspruch 5 oder 6. 

e) Expression eines weiteren Testproteins in der Zelie und/oder Application einer Test- 
substanz auf die Zelle oder auf eine Zellfraktion dieser Zelle, und 

f) Qualitative Bestimmung eines gebildeten Proteolyseproduktes des Substratproteins. 

12. Verfahren nach einem der Ansprttche 10 und 1 1, dadurch gekennzeichnet, dafl die quan- 
titative Bestimmung des Proteolyseproduktes durch einen enzymatischen Test erfolgt, bei 
dem von der katalytischen Aktivitat einer Probe auf die Menge an einem bestimraten 
Proteolyseprodukt in der Probe geschlossen wird. 

13. Verfahren nach einem der Ansprtlche 10 und 11, dadurch gekennzeichnel, daB die quan- 
titative Bestimmung des Proteolyseproduktes durch einen spektroskopischen Test erfolgt, 
bei dem von der spektroskopischen Eigenschaft einer Probe auf die Menge an einera be- 
stimmten Proteolyseprodukt in der Probe geschlossen wird. 

14. Verwendung von Substanzen, die die die von der Zelle gebildete Proteinmenge oder die 
enzymatische AktivitSt eines Proteaseprotcins gemafl Anspruch 1 oder 2 beeinflussen, zur 
Herstellung eines Medikaments zur Behandlung neurodegencrativer Erkrankungen, ins- 
besondere von Morbus Alzheimer. 

15. Verwendung eines Proteaseproteins gem5B Anspruch I oder 2 zur proteolytischcn Spal* 
tung eines Substratproteins gcmSfl Anspruch I oder 2. 

16. Verwendung einer dominant negativen Form der Disintegrin-Metalloprotease ADAM 10 
aus dem Rind (Bos taurus), aus dem Menschcn oder aus einem anderen Saugetier oder ei- 
ner Nukleinsaurc. codicrend fur eine dieser dominant negativen Formen, zur Untcrdruk- 
kung der a-Sekretascaktivitat einer Zelle. 

17. Verfahren zur Bestimmung des Risikofaktors fur neurodegenerative Erkrankungen. insbe- 


WO 00/56871 


44 


PCT/EPOO/02018 


sondere fUr Morbus Alzheimer, dadurch gekennzeichneu dafi 

c) einc DNA-Probe der Testperson unter Einsatz genspezifischender Primer gegcn die 
humane Disintegrin-Metalloprotease ADAM 1 0 der PCR-Analyse unterworfen wird. 

d) und die Sequenz des Amplifikationsproduktes mit der bekanmen Sequent der huma- 
nen Dismiegrin-Metalloprotease ADAM 10 verglichen wird. 

1 8. Verfahren zur Bestimmung des Risikofaktors fur neurodegenerative Erkrankungen, insbe- 
sondere filr Morbus Alzheimer, durcb quantitative Bestimmung der rnRNA-Mengen von 
humanem ADAM 10 aus Zell- und Gewebeproben, umfassend einen der folgenden 
Schritte: 

d) Isoliemng und Quantirizierung der ADAM 10-mRNA, 

e) Einzel- oder doppelstrSngige cDNA die ADAM 10-mRNA umgeschrieben wird wel- 
che dann quantifiziert wird, 

0 die ganze Nukleotidsequenz von ADAM 10 Oder Telle davon zur Quantiflzierung 
mittels Hochdurchsatz-Expressionsanalyse (z.B. DNA-Chip-Technologie u. DNA- 
Micro- Array) eingesetzt wird. 

19. Verfahren zur Bestimmung des Risikofaktors fUi neurodegenerative Erkrankungen, insbc- 
sondere filr Morbus Alzheimer, dadurch gekennzeichnel, daJJ die tatsachliche chromoso- 
malen Lokalisierung des Gens der Disintegrin-Metalloproiease ADAM 10 rait seiner 
nonnalen chromosomalen Lokalisierung, Chromosom 15 bei 12.44 CR3000, verglichen 
wird. 

20. Arzneiraittel, enthaltend einc rekombinante Nukleinsaure, die fur ein Proteaseprotcin ge- 
mafl Ansprucb I oder 2 codicrt. 

21. Arzneimiuel, enthaltend einc zu einer Nukleinsaure, die fur ADAM 10 eincs Saugcticrs 
codicn, rnindesxeiw uber einen Abschnitt von 10 Basen komplementare rekombinante 
NukleLnsaure 

22. Arzneimittcl, umfassend die nicht-mcmbranverankcrte losliche Form eines Proteasepro- 
teins gemaA Anspruch 1 oder 2. insbesondere die losliche Form von humanem ADAM 1 0. 

23. Amik6rpcr oder Antik6rperderivate t die ein Proteaseprotein gemifi Anspruch 1 oder 2 
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spezifisch binden. 

24. Verfahrcn zur Bcstimmung des Aktivititszustands von hum an em ADAM 10 durch Quan- 
tifizierung des Phosphoiyliemngsgrades von humanem ADAM 10 in Zell- und Gewebe- 
proben, wobei entwerder 

c) ADAM 10 isolieh wird und sein Phosphorylierungsgrad entweder durch Massen- 
spektrometrie, durch spezifische Anti-Phosphothreonin-Antik6rper, durch Quantifizie- 
rung der Aminosaure Phosphothreonin oder durch Dephosphorylierung (Phosphatase- 
Assay) von ADAM 10 bestimmt wird, oder 

d) Zell- oder Gewebeproben direkt in eine Proteoraanalyse eingesetzt werdcn und der 
Nachweis von phosphoryliertem ADAM 10 wie unier Punkt a) beschrieben erfolgt 

25. Transgenes nicht-menschliches Tier, das rekombinate Nukleinsaure, codierend fur ein 
Proteaseprotein gemafl Anspruch 1 oder 2 oder fur eine dominant negative Form der Di- 
sintegrin-Metalloprotease ADAM 10 aus dem Rind (Bos taurvs), aus dem Menschen oder 
aus einem anderen Saugetier aufweist. 

26. Verwendung einer rekombinaten Nukleinsaure, codierend filr ein Proteaseprotein gemaB 
Anspruch 1 oder 2 oder fur eine dominant negative Form der Disintegrin-Metalloprotease 
ADAM 10 aus dem Rind (Bos taurus), aus dem Menschen oder aus einem anderen Sau- 
getier zur Erzeugung transgener Zellen und transgener nicht-menschlicher Tiere und zur 
Uentherapie. 

27. Transgenes nicht-menschliches Tier, aufweisend eine zu einer Nukleinsaure, die fur 
ADAM 10 eines Sfiugetiers codiert, mindestens iiber einen Abschnitt von 10 Basen kom- 
plementare rekombinante Nukleinsaure. 

28. Verwendung einer zu einer Nukleinsaure, die fur ADAM 10 eines Siiugeuers codiert, 
mindestens iiber einen Abschnitt von 10 Basen komplementare rekombinante Nukleinsau- 
re zur Erzeugung von transgenen Zellen und uansgenen nichtmeschlichen Tieren und zur 
Gentherapie. 
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Flg.2 

137.11 =PCDNA3-SEAPs/APP119__ADAM10-HA 


3 / 7 


PCT/EPOO/02018 



Fig. 3 


WO 00/56871 


PCT/EPOO/0201S" 



Flg.4 


• 


WO 00/56871 


5 / 7 


PCT/EP00/02018 


(i - 

t 300 


4 ( • T * 


jJiL 

i a » < i • 


Fig. 5 


• 


WO 00/56871 6 ' 7 PCT/EFOO/02018- 


A kDm HEX NEK 


m 


^ io to* 


F19.6 


• 


WO 00/56871 7 / 7 PCT/EPOO/020ir 



Rg.7 



WO 00/56871 


1 


PCT/EP00/02011 


SEO/JENZ r ROTOKCLL 


ALLCEMEINE AN GAB EN : 


AHM ELDER: 

NAME: Professor Fa Ik Fehreru-clz 
STRA3SI : Becherweg 30 
EUNDESLAND: Rheinlar.d-?f alz 
LAND: Ceutschland 
POSTIEITZAHL: 550S9 
7ELEFON: 06131395833 
TILETA::: 06131 3953^3 


BEZECHNUNG DI?. ERFIKCUNG: Zeilen, die ein AmyloidvorlSuf erprotei r. 


AN 2 AH L DER SEQUENZEN: 2 


COMPUTERIZES BARE FASSUNG: 
DATENTRAGER: Diskette 
COMPUTER: IPM-kompatibci 
BETRIEBSYSTEM: WINDOWS NT 
SOFTWARE: WCRD97 


ANGA3EN ZU SE2 ID-NO: 1 : 

SEQUENZCHARKTERISTIKA: 

LANGE : 627 Aminosaure:: 
ART: .-.ti.iosaure 
TOPOLOGY: linear 

ART :iS MOLESvJLS : Protein 

. SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-No: 1: 


uivJ eine alpha- Sekretase coexprimieren, 
ein Testverfahren zur Identif ika^ior. al- 
pha-Sekretase-aktiver Substanzen sowie ei- 
nes zur Identif ikation we-terer Sekreta- 
sen, ein Testverfahren zur Bcstimmung der 
Anf&lligkeit gegenUber Morbus Alzheimer 
und Verwendung von Nukleinsauren, die fur 
eine alpha-Sekretase ccdieren, ftlr die 
Ge.itherapie 
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Leu Arg 

Leu Gin 

Lt- Ser 




5 





10 



15 

Leu Gly 

He 
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Glu 

Glu 

Glu 

Asn 

Pro Asp Fhe 
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Arg GIu 

Ala 
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Ala 

Lys 

Lys Leu 

Gin Fro 
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Ala Gin 

Thr 

Ala 
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Lys 
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He 
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Asp Gly 
60 

Met Gly 

Val 
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He 
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Lys Lys 

Asp 
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Gly 
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Glu 

He 
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Ala Met 

Asp Arg 
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90 

Phe Fro 

Tyr 

Val 
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Tyr Asn Val Asp 

Lys His 
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Val Fro 
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Ser 

Gly 

Ala 

Thr 

Ala 
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Kla Tyr Leu Cys 

Gly Val 



110 





125 



120 

Lys Gly 
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Asn Gin 

Cys 
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Thr 
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Thr 

Arg 
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Glu 
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Val 

He Ser 

Val Met 
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Ala 
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Thr Arg 

Val 

Gin 

His 

Ala 

Ser 

Pro 

Ala 

Gly Thr 

Tyr Ala 

Has Thr 




170 





175 



1B0 

Vai Asn 

Arg Asn Trp 

Tyr 

Ser Asp Ala 

Asp 

Vai 

Fro Ala 

Ser Ala 




1B5 





190 



195 

Arg Gin 

Glu 

Gly 

Cys 

Gin Asp 

He 

Ala 

Thr 

Gin 

Leu He 

Ser Asn 




200 





205 



210 

Met Asp 

:ie 

Asp 

Val 

He 

Leu Gly Gly Gly Arg Lys Tyr 

Met Phe 




215 





220 



225 

Arg Met 

Sly Thr 

Pro 

Asp 

Pro 

Glu 

Tyr 

Pro 

Asp Asp Tyr 

Ser Gin 




230 





235 



240 

Gly Gly 

Thr 

Arg 

Leu 

Asp Gly Lys 

Asn 

Leu 

Val 

Gin Glu 

Tr? Leu 




245 





250 



255 

Ala Lys 

Arg 

Gin 

■si y 

Ala Arg Tyr 

Val 

Trp Asn Arg Thr 

Glu Leu 




260 





265 



270 

Met Gl:» 

Ala 

Ser 

Leu 
275 

Asp 

Pro 

Ser 

Val 

Thr 
280 

His 

Leu Met 

Giy Leu 
2B5 

Phe Glu 

Pro 

Gly Asp 

Met 

Lys 

Tyr 

Glu 

He 

His 

Arg Asp 

Ser Thr 




290 





2S5 



300 

Leu Asp 

Pro 

Ser 

Leu 

Met 

Glu 

Met 

Thr 

Glu 

Ala 

Ala Leu 

Arc Leu 



305 





310 



315 

Leu Ser 

Arg Asn 

Pre 

Arg 

Gly 

Phe 

Phe 

Leu 

Phe 

Val Glu 

Gly Gly 




320 





325 



330 

Arg lie 

AS? 

His 

Gly 

His 

Kis 

Glu 

Ser 

Arg 

Ala 

Tyr Axg 

Ala Leu 


335 





340 



345 

Thr :1j 


He 

Met 
350 

Phe 

Asp 

Asp 

Al2 

He 
355 

Glu 

Arg Ala 

Gly Gin 
363 

Leu Thr 

Ser 

Glu 

Glu 
365 

Asp 

Thr 

Leu 

Sar 

Leu 
370 

Val 

Thr Ala 

Asp His 
375 

Ser -is 

val 

Fhe 

Ser 
330 

Phe 

Gly 

Gly 

Tyr 

Pro 
235 

Leu 

Arg Gly 

Ser Ser 
393 


WO 00/56871 , PCT/EPO0/WO18 


He 

?r.e 

Gly 

Leu 

Aia 

Pro Gly Lys Ala Arg Asp Arg 

Lys 






j55 

4 0C 



405 

Thr 

Val 

leu 

Leu 

Tyr 

Gly Asn tsiV fro oxy 

Val 

Leu 

Lys Asp 





410 




420 

Gly 

Ala 

k:z 

Pro 

Asp 

*al Tnr Glu 5er Giu ser 

Gly 

Ser 

D-n ft 1 i « 
tr.O vlU 





425 

430 



Alt* 

Tyr 

Arg 

Gin 

Gin 

Sar 

Ala Val Pro Leu Asp Glu 

Glu 

Thr 

His Ala 




440 

445 



4 SO 

Gly 

GlC 

A-S? 

Val 

Ala 

Val Phe Ala Arg Gly Pro 

Gin 

Aia 

U i e Ian 





455 

460 




Val 

Kis 

Gly 

Val 

Gin 

Glu Gin Thr Phe He Aia 

Kis 

val 

Met Ala 





470 

475 



480 

Phe 

Ala 

Ala 

Cys 

leu 

Glu Pro Tyr Thr Ala Cys 

Asp Leu 

Aia Pro 





485 

490 



4 95 

Pro 

Aia 

Gly 

Thr 

Thr 

Asp Ala Ala His Pro Giy 

Val 

Tyr 

Thr Arg 





500 

505 



510 

Pro 

Gly 

Ssr 

Gly 

Leu 

Thr Asn He Lys Thr Glu 

Glu 

He 

Ser Glu 





515 

520 



525 

Val 

Lys 


Asp Aia 

Glu Phe Arg His Ast> Ser 

Giy 

Tyr 

Glu Val 





530 

535 



540 

His 

His 

3 In 

Lys 

Leu 

Val Phe Phe Ala Glu Asp 

Val 

Giy 

Ser Asn 





545 

S50 



555 

Lys 

Gly 

Ala 

lie 

lie 

Gly Leu Met Val Gly Gly 

Val 

Val 

He Ala 





560 

565 



570 

Thr 

Val 

lie 

Val 

lie 

Thr Leu VeI Mez Leu Lys 

Lys 

Lys 

Gin Tyr 





575 

580 



585 

Thr 

Ser 

lie 

His 

His 

Gly Val Val Glu Val Asp Ala 

Ala 

Val Thr 





593 

595 



600 

Pro 

Glu 

Glu 

Arg 

His 

Leu Ser Lys Mat Gin Gin Asn Gly 

Tyr Glu 





605 

610 



615 

Asn 

Fro 

7r.r 

Tyr 

Lys 

Phe Phe Glu Gin Met Gin 

Asn 







620 

625 





ANGAEEN 2U SEQ ID- NO: 2: 

SEQUEN2CKARKTERISTIKA: 

LAHGE: 1B84 Basenpaare 
ART: NucleinsSure 
STRANGFOPM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

ART DCS MOLEKOlS: c-DNA zu m-RNA 

SEQtfENZBISCHREIBUNG: SEQ ID-Nc:2: 

ATGCTGCTGC TGCTGCTGCT GCTGGGCCTG AGGCTACA3C TCTCCCTGGG CATCATCCCA 60 

GTTGAGGAGG AGAACCCGGA CTTCTGGAAC CGCGAGGCAG CCGAGGCCCT GGGTGCCGCC 3 2C 

AAGAAGC7G; ACCCTGCACA GACAGCCGCC AAGAACCTCA TCATCTTCCT GG3CGATGGG leC 

ATCCGGG7G? CTACG3TGAC AGCTGCCAGG ATCCTAAAAG GGCAGAAGAA GGACAAACTG 24 0 

GGGCCTGAGA TACCCCTGGC CATGGACCGC TTCCCATATG TGGCTCTGTC CAAGACATAC 30C 


* 
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AATGTAGACA 

AACA7G7GCC 

AGACAGTGGA 

GCCACAGCCA 

CGGCCTACCT 

GTGCGGGGTC 

350 

AAGGGCAACT 

TCCAGACCAT 

TGGCT7GAG7 

GCAGCCGCCC 

GC7TTAACCA 

G7GCAACACG 

420 

ACACGCGGCA 

ACGAGG7CAT 

CTCCGTGATG 

AATCGCGCCA 

AGAAAGCAGG 

GAAGTCAGTG 

480 

GGAGTGGTAA 

CCACCACACG 

AGTGCAGCAC 

GCCTCGCCAG 

CCGGCACCTA 

CGCCCACACG 

340 

GTGAACCGCA 

ACTGC-7ACTC 

GGACGCCGAC 

G7SCC7GCCT 

CGGCCCGCCA 

GGAGGGGTGC 

600 

CAGGACATCG 

CTACGCAGCT 

CATCTCCAAC 

A73GACATTG 

ACG7GATCCT 

AGGTGGAGGC 

£60 

CGAAAGTACA 

TGTTTCGCAT 

CGGAACCCCA 

GACCCTGAG7 

ACCCAGATGA 

CTACA3CCAA 

720 

GGTGGGACCA 

GGCTGGACGG 

GAAGAATCTG G7GCAGGAA7 

GGCTGGCGAA 

GCGCCAGGGT 

780 

GCCCGGTATG 

TGTGGAACCG 

CACTGAGCTC AT3CAGGCTT 

CCCTGGACCC 

GTCTG7GACC 

840 

CATCTCATGG 

GTCTC7TTGA 

GCCTGGAGAC 

ATGAAATACG 

AGATCCACCG 

AGACTCCACA 

90C 

CTGGACCCCT 

CCC7GA7GGA 

GATGACA6AG 

GCTGCCCTGC 

GCCTGC7GAG 

CAGGAACCCC 

960 

CGCGGCTTCT 

7CC7CTTCGT 

GGAGC-GTGGT 

CGCATCGACC 

ATGG7CA7CA 

TGAAAGCAGG 

1000 

GCTTACCGGG 

CACTGACTGA 

GACGATCATG 

TTCGACGACG 

CCA7TGAGAG 

GGCGGGCCAG 

1060 

CTCACCAGCG 

AGGAGGACAC 

GCTGAGCCTC 

CTCACTGCCG 

ACCACTCCCA 

CGTCTTC7CC 

1120 

TTCGGAGGCT 

ACCCCCTGCG 

AGGGAGC7CC 

ATC7TCGGGC 

7GGCCCCTGG 

CAAG3CCCGG 

1180 

GACAGGAAGG 

CCTACACGG? 

CCTCCTATAC GGAAACGGTC 

CAGGCTATGT 

GC7CAAGGAC 

1240 

GGCGCCCGGC 

CGGATGTTAC 

CGAGAGCGAG 

AGCGGGAGTC 

CGCAGTATCG 

GCAGCAGTCA 

1300 

GCAG7GCCCC 

TGGACGAAGA 

GACCCACGCA 

GGCGAGGACG 

TGC-CGGTGTT 

CCCGCGCGGC 

1360 

CCGCAGGCGC 

ACCTGGTTCA 

CGGCGTGCAG 

GAGCAGACCT 

TCATAGCGCA 

CGTCATGGCC 

1420 

TTCGCCGCCT 

GCCTGGAGCC 

CTA7ACCGCC 

TGCGACCTGG 

CGCCCCCCGC 

CGGCACCACC 

1480 

GACGCCGC3C 

ACCCG3GGGT 

GTACACTCGA 

CCAGGTTCTG 

GG7TGACAAA 

TATCAAGACG 

1540 

GAGGAGATCT 

CTGAA3TGAA 

GATGGATGCA 

GAATTCCGAC 

ATGACTCAGG 

ATATGAAGTT 

1600 

CATCATCAAA 

AATTG37G7T 

CTTTGCAGAA 

GA7CTGGGTT 

CAAA7AAAGG 

7GCAATCATT 

1660 

GGACTCATGG 

TGGGCGGTGT 

TGTCATAGCG 

ACAGTGATCG 

TCATCACCTT 

GGT3ATGCTG 

1720 

AAGAAGAAAC 

AGTACACATC 

CATTCATCAT 

GG7GTGGTGG 

AGGTT3ACGC 

CGCTGTCACC 

1780 

CCAGAGGAGC 

GCCACCTGTC 

CAAGATGCAG 

CAGAACGGCT 

ACGAAAA7CC 

AACC7ACAAG 

1860 

TTCTTTGAGC 

AGATGCAGAA 

CTAG 







